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RESPUESTA DEL PERSIMOM Diospyros kaki L. VAR. HACHIYA AL CULTIVO DE
TEJIDOS In Vitro

ANSWER OF THE PERSIMOM Diospyros kaki L. VAR. HACHIYA TO In Vitro TISSUES
CULTURE

RESUMEN

En Guatemala existe una diversidad de areas geogréficas cuyas condiciones ecoldgicas y caracteristicas
agricolas son favorables para el establecimiento del cultivo de Persimén Diospyros kaki L. variedad Hachiya,
teniendo como areas posibles de explotacion a Quetzaltenango, San Marcos, Quiché, Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Totonicapan, Sacatepéquez, Solola, Chimaltenango y Guatemala. De acuerdo con la AGEXPRONT,
quien a evaluado detenidamente las alternativas favorables de fomentar dicho cultivo en Guatemala, como parte
integral de un adecuado proceso de diversificacién agricola, ha estimado que el cultivo de Persimén es
técnicamente viable y econémicamente rentable (con una relacién de beneficio costo de 1.44% en los primeros

7 afos).

La variedad Hachiya es un arbol que presenta frutos sin semilla, y las formas tradicionales de
propagacién son por medio de injerto. Murayama, et al., (1989) y Tetsumura, et al., (1991), investigaron la
respuesta a la micropropagacion de numerosas variedades de Persimén. Tomando en cuanta los resultados
obtenidos, la micropropagacion de ésta variedad da una nueva alternativa para la propagacién masiva y

acelerada a mediano y largo plazo, sin embargo no se reportan investigaciones sobre la variedad Hachiya.

Con el objetivo de establecer una respuesta favorable a la micropropagacién en cultivo in vitro del
Persimén Diospyros kaki L. Var. Hachiya, se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de cultivo de
tejidos de la Universidad de San Carlos de Guatemala, una investigacion desarrollada en las siguientes fases;
En donde la fase O, consistié en seleccionar la planta de la cual se obtendria el material vegetal, tomando en
cuenta aspectos como la edad del arbol, rendimiento, tamafio y color del fruto, asi como la tolerancia a
enfermedades; En la fase |, se estableci6 el cultivo en condiciones de asepsia, determinandose un periodo de
exposicién maximo de 3 horas de sumergimiento de los explantes a una solucion de desinfestante (Fungicidas a
0.1% Bactericidas 0.15% y antioxidantes 0.4%), asi como la concentracion de hipoclorito de sodio del 0.30% no
encontrando asi dafios por intoxicacién en el material vegetal; La fase Il, en esta fase se realiz6 la modificacién
del medio basico Murashige y Skoog al medio “M&S basico modificado”, encontrandose al mismo tiempo que el
absorbente Polivynylpyrrolidone en concentracion de 300 ppm controld la liberacion de compuestos fendlicos,
evitando asi la oxidacion y necrosis del explante; En la fase Ill, se determind que a 6 ppm de 6-
bencilaminopurina indujo un mayor crecimiento de brotes; En la fase IV, se evaluaron las auxinas &cido
indolacético y acido indolbutirico en un rango de 0.25 a 2 ppm, no obteniendo asi respuesta alguna a la
induccion de raices.



1. INTRODUCCION

El fitomejoramiénto en la blusqueda de alternativas de produccion es un factor determinante para tener
éxito en la produccion y comercializacién de productos de calidad. Ademas, se deben tener alternativas para
diversificar los productos existentes en el mercado. Esto se logra aprovechando el maximo potencial genético
de las especies, sin embargo, en al caso del Persimon Diospyros kaki L. variedad Hachiya existe un
inconveniente en cuanto a su propagacion, ya que hasta el momento puede reproducirse Unicamente por injerto
0 acodo, considerando que para poder realizar el injerto de la variedad Hachiya, el porta injerto proveniente de
semilla botanica, debe tener la edad de dos a dos afios y medio, que es el tiempo en el cual el patron adquiere
el grosor ideal para injertar.

El Persimén es un cultivo deciduo originario de China y Japén que se introdujo a Guatemala, en Alta
Verapaz en 1925 y en Antigua Guatemala en 1930, ademas, en la actualidad se han reportado experiencias
relevantes en cuanto a la produccion comercial del Persimén en plantaciones ubicadas en San Cristébal Alta
Verapaz y Magdalena Milpas Altas Sacatepéquez.

Las variedades sin semilla como en el caso de Hachiya, tienen un mesocarpio carnoso de color amarillo
dorado-anaranjado, con un sabor dulce, los frutos son de tamafio grande y uniformes. Estas caracteristicas
hacen que sea una de las variedades mas cultivadas, ademas, de su magnifica calidad, es resistente al

transporte y a los ataques de la mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata).

En las instalaciones del laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad de San Carlos de Guatemala se
realizé el proyecto de investigacion que establece la respuesta a la micropropagacion en cultivo in vitro del
Persimén Diospyros kaki L. Var. Hachiya, para ello el trabajo se subdividié en cinco fases: En donde la fase O,
consistié en seleccionar la planta de la cual se obtendria el material vegetal, tomando en cuenta aspectos como
la edad del arbol, rendimiento, tamafio y color del fruto, asi como la tolerancia a enfermedades; En la fase I, se
establecio el cultivo en condiciones de asepsia, determindandose la concentracion de hipoclorito de sodio que no
provoca dafios por intoxicacion en el material vegetal; La fase Il, consisti6 en establecer la concentracion de
antioxidante y/o absorbente que controle la liberacion de compuestos fendlicos, evitando la oxidacién y necrosis
del explante; En la fase lll, se evalu6 la 6-bencilaminopurina en un rango de 0.2 a 10 ppm, para establecer la
concentracion que indujo un mayor crecimiento de brotes; En la fase IV, se evaluaron las auxinas acido
indolacético y acido indolbutirico en un rango de 0.25 a 2 ppm, las cuales indujeran la formacién y crecimiento

de raices en brotes cultivados en el mejor medio de la fase Il



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

En Guatemala existe diversidad de areas geograficas cuyas condiciones agroecolégicas son favorables
para el establecimiento del cultivo de Persimén Diospyros kaki L. variedad Hachiya, ya que éste cultivo puede
desarrollar potencial genético en dichas areas y por ende contribuir a la diversificacién de cultivos e incrementar
la produccion de productos no tradicionales, los cuales generaran incremento de divisas para el pais,

contribuyendo al desarrollo de las comunidades.

De acuerdo con la AGEXPRONT, quien ha evaluado detenidamente las alternativas favorables de
fomentar dicho cultivo en Guatemala, como parte integral de el adecuado proceso de diversificacion agricola, ha
estimado que el cultivo de Persimén es técnicamente viable y econdmicamente rentable (con una relacion de
beneficio costo de 1.44% en los primeros 7 afios). Y teniendo como areas posibles de explotacion:
Quetzaltenango, San Marcos, Quiché, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Totonicapan, Sacatepéquez, Solola,
Chimaltenango y Guatemala. Sin embargo, éste cultivo no se ha difundido en estas areas, debido al
desconocimiento del mismo, asi como el limitado y largo periodo que requiere para la propagacién. Siendo la
variedad Hachiya un arbol que presenta frutos sin semilla, las formas tradicionales de propagaciéon son por

medio de injerto.

En el caso de realizarse por injerto, se utiliza como patrén la variedad Lotus, pero para realizar el injerto
la variedad antes mencionada debe tener la edad de dos a dos afios y medio, desde la recoleccion del fruto
hasta la época de realizar el injerto. Periodo en el cual los costos de mantenimiento de los semilleros resultan

poco atractivos.

Murayama, et al., (30), en 1989 investigaron la respuesta del Persimon var. Hiratanenashi ante la
propagacién in vitro, utilizando diferentes medios de cultivo, complementado con la citocinina 6-
bencilaminopurina BAP, obteniendo resultados satisfactorios con el medio M&S con la mitad de su
concentracion de sales, y BAP a razén de 5 mg/L para la induccién de brotes. Trabajos posteriores realizados
por Tetsumura, et al., (40), en 1991 también indican haber tenido resultados satisfactorios con las variedades
Hazegosho, Hiratanenashi, Jiro, Kakiyamagaki, Kurogaki, Metogaki, Mushirodagosho y Nagara, utilizando BAP

arazén de 5 ppm en la induccion de brotes.

Sin embargo, no se reporta ningdn trabajo de micropropagacion para la variedad Hachiya, y tomando en
cuanta los resultados obtenidos por los investigadores anteriormente mencionados, la micropropagacién de ésta
variedad da una nueva alternativa para la propagaciéon masiva y acelerada a mediano y largo plazo. Ademas de
seleccionar progenitores con caracteristicas fenotipicas deseables para nuestras condiciones agroclimaticas y

edaficas, los cuales podran ser clonados, obteniéndose plantaciones con caracteristicas homogéneas.



3. MARCO TEORICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 Micropropagacion.

Véasquez, et al., (43), concuerdan en que él termino micropropagacion, estd ampliamente difundido
actualmente, y en vista de que el cultivo de tejidos in vitro, se inicia con muy pequefias fracciones de plantas y
posteriormente se manejan pequefios brotes, esto implica que necesita un pequefio espacio para mantener y
multiplicar un gran numero de plantas. Segun Glosario multilingte... (19), de todo cultivo celular que se ha
iniciado con una sola célula o un individuo, al producto de plantas obtenidas se le llama Clon' y se espera que
las plantas obtenidas sean copias genéticamente similares a la célula inicial y es, a este proceso al que se le
conoce como propagacion clonal. Esta técnica ha resultado ser Util para obtener un gran nimero, ya sea de
células o de organismos con idénticas caracteristicas genéticas, que provienen de un individuo directamente o

que ésta se obtenga en combinacién con técnicas de ingenieria genética.

De acuerdo con los OIRSA (31), actualmente la micropropagacion consiste en producir plantas a partir de
porciones muy pequefias de tejidos o células cultivadas en forma aséptica, en un recipiente en el que se
puedan controlar estrictamente las condiciones de ambiente y nutricion. La capacidad de ciertos tejidos
vegetales, como el callo y las suspensiones celulares, asi como varios 6rganos de plantas tales como tallos,
flores, raices y embriones de crecimiento de manera mas o menos indefinida, se han utilizado durante varias
décadas en los laboratorios cientificos como unos instrumentos de investigacion por genistas, botanicos y
fitopatblogos. A estos métodos se les ha llamado también colectivamente cultivo de tejidos, una expresién que

en ocasiones se utiliza como sinébnimo de micropropagacion.

Azpeitia, et al., (5), mencionan que la multiplicacién del durazno se realiza por semilla, acodado aéreo e
injertado. Sin embargo, la tendencia a la micropropagacion in vitro, presenta ventajas potenciales respecto a las
anteriores, ya que a parte de utilizarse en la produccion de farmacéuticos y obtencidon de otros productos
naturales, también es aplicable al mejoramiento genético de cultivos de arboles frutales.

Arena y Pastur (4), manifiestan que dentro de las innumerables ventajas que posee la micropropagacion
en relacion a la propagacion convencional se encuentra el reducido espacio que se necesita para producir un
importante niUmero de plantas a partir de un explante. Por ejemplo: a partir de una yema de “parrilla” al cabo de
seis meses se pueden obtener de 800 a 1000 plantas enraizadas sin importar la época del afio, pudiendo
efectuar asi la introduccion rapida de esta especie. La produccion de plantas de sanidad controlada, la
propagacién de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales y la posibilidad de conservar por un largo

tiempo germoplasma importante 6 en vias de extincién son otras de las ventajas que ofrece el cultivo in vitro.

. Segun Glosario Multilingiie sobre Recursos Genéticos Forestales (19), definen a un Clon como un grupo de plantas derivadas

asexualmente de un solo individuo y por consecuencia de constitucion genética idéntica.



3.1.2 Cultivo de tejidos

Doods y Roberts (12), indican que el cultivo de tejidos se refiere al cultivo de células, tejidos u 6rganos de
plantas en un medio que le aporte los nutrientes necesarios para su desarrollo. Ademas, parte de la premisa
“Toda célula de un organismo multicelular es capaz de desarrollarse si se le dan las condiciones externas
apropiadas. La célula tiene la habilidad de desarrollarse, regenerando un organismo entero”. Y la nueva planta
sera genéticamente idéntica a la planta madre y el desarrollo de esta sera en un periodo corto. Por su lado
Calderon (9), indica que el cultivo de tejidos combina las técnicas corrientes de fitomejoramiénto con los nuevos
métodos biotecnoldgicos y ofrecen la oportunidad de reducir el tiempo requerido para la producciéon de
variedades mejoradas, a partir de un explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplastos, células,
tejidos y 6rgano), el cual se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida, el cual se

incuba en condiciones ambientales controladas.

En la mayoria de los cultivos de importancia econémica, Calderén (9), manifiestan que se necesita de 7 a
10 afios, después del cruzamiento, para saber si se ha obtenido una variedad mejorada, mientras que en el
cultivo de tejidos las mutaciones que parecen prometedoras pueden identificarse en un afio o dos. Esto ofrece

la ventaja de reducir el tiempo y volumen de siembra en campo requerido por los métodos convencionales.

El establecimiento del cultivo de tejidos, dependera en gran medida del tipo de explante y del sistema de

cultivo que se emplee, lo que a su vez dependera del objetivo perseguido,

3.1.3 Establecimiento de cultivo in vitro

FAO (15), menciona que para cultivar células, tejidos u 6rganos in vitro se siguen una serie de principios
béasicos. Primeramente es necesario seleccionar y separar de la planta el material que se desea cultivar. El
siguiente paso consiste en eliminar los microorganismos que se encuentran contaminando el material vegetal.
Por dltimo se debe proporcionar a las células, tejidos u érganos un medio ambiente apropiado a través de
medios de cultivo sintéticos y condiciones de incubacién adecuadas. Tanto la asepsia como la inoculacion del

material vegetal se llevan a cabo en un ambiente estéril.

Los cultivos in vitro pueden iniciarse practicamente a partir de cualquier parte de la planta, sin embargo,
la fuente inicial del material vegetal puede ser determinante para el éxito en el establecimiento de los cultivos
segun FAO (15), Este autor menciona que es recomendable comparar varias fuentes de células, tejidos u
6rganos antes de decidirse por alguno de ellos. Cominmente se seleccionan aquellas partes de la planta que
se encuentran en division activa, como las regiones meristematicas. El éxito en el cultivo de tejidos u 6rganos
disminuye con el aumento de la edad de la planta, por lo que es recomendable utilizar plantas jévenes como

fuente de explantes.

A. Reacciones de hipersensibilidad en las plantas cultivadas in vitro

Encinas (13), manifiesta que la eleccion, aislamiento y desinfestacion del explante es el primer paso para
el establecimiento in vitro de cualquier especie vegetal, y el éxito de esta fase depende en gran medida de toda

una serie de parametros relacionados con el propagulo (estado fisiolégico, edad, estado de desarrollo, estado



fitosanitario) y con el sistema seguido para su manipulacién y esterilizacion, incluso trabajando en condiciones
optimas y muy poco agresivas los tejidos que forman el explante sufren siempre en mayor o menor medida
situaciones de estrés y desecacion, dafios mecéanicos, dafios en la desinfeccion, cambios de pH, cambios en el
potencial hidrico, salino y osmatica al ser incubado en el medio de cultivo, todo esto provoca la estimulacion del
metabolismo de los compuestos fendlicos. Estas sustancias van a provocar o conducir una serie de reacciones
de hipersensibilidad, tales como la exudacion al medio el contenido de las células deterioradas, reacciones de
estrés en las células vecinas de las dafiadas, incluso aunque esas células no parezcan estar dafiadas, y/o una

muerte prematura de células especificas de esa zona o del lugar de la infeccion.

Sierra, et al., (36), indican que frecuentemente el establecimiento del cultivo in vitro de tejidos,
procedentes de plantas lefiosas se ve impedido por la aparicion de ennegrecimiento y necrosis de los tejidos.
Puesto que al cortar, se exudan compuestos fendlicos de los tejidos de las plantas que luego se oxidan

ennegreciendo el medio y afectando el crecimiento y supervivencia de los mismos.

En respuesta al estrés o dafio mecanico, Encinas (13), menciona que en general el metabolismo fendlico

presenta tres tipos de reacciones:
a) La sintesis de productos fendlicos monoméricos (fitoalexinas).
b) La sintesis de derivados polifendlicos.

¢) La oxidacion de componentes fendlicos preformados, que van a dar lugar quinonas y a material polimerizado
(ligninas).

La sintesis de monofenoles puede conducir a la acumulacion en tejidos no dafiados de grandes
cantidades de productos ya preformados, o dar lugar a la aparicion de nuevos productos, las fitoalexinas, cuyo
papel en los mecanismos de proteccidon contra enfermedades es bien conocido. Asi, una acumulaciéon de
material polimerizado, tipo lignina, va a actuar como una barrera fisica contra las invasiones microbianas, y las

quinonas y fitoalexinas van a actuar inhibiendo el crecimiento microbiano, tras la infeccion por los patégenos.

Un grupo especial de fenoles son aquellos que protegen las auxinas (tienen un efecto antioxidante
inhibiendo la oxidacién del &cido indolacético (AlIA). En una planta completa existe un gradiente de inhibicion de
la degradacion enzimatica del AlA, que es inversamente proporcional a la edad del tejido, por ello la inhibicién
disminuye del dpice a la base del tallo (Stonier, Eds., Colloques internationaux CNRS n° 193. Les cultures de

tissus de plantes, Paris 1971), citado por Encinas (13).

De acuerdo con Encinas (13), en general los fenoles son sustancias labiles y faciles de oxidar, y los
productos de esta oxidacién tienen caracter fitotoxico, por lo que son capaces de alterar procesos
morfogenéticos y/o de crecimiento y desarrollo, potenciando en otras ocasiones otros procesos de oxidacion, ya

que tras su propia oxidaciéon se convierten en potentes oxidantes.

En general, en el cultivo de tejidos se hace necesario controlar por una parte, los compuestos fenélicos
protectores de auxinas, con el objeto de estimular el crecimiento tisular y, por otro frente limitar la biosintesis de
fenoles y/o retardar o impedir su oxidacién cuando llegan al medio de cultivo. Esta oxidacion de fenoles provoca

en los cultivos el “browning” o “Blackening” es decir, un ennegrecimiento tanto del medio de cultivo como de



explante, que suele concluir con la muerte o necrosis generalizada de los propagulos (George y Sherrington,

Eds., Plant propagation by tissue culture. Basingstoke. 1984), citado por Encinas (13).

Se han propuesto diversos métodos para eliminar o reducir los efectos negativos de estos compuestos
fendlicos. Para empezar es légico suponer que evitar 0 suavizar el estrés que provocan o estimulan su
biosintesis, sera el mejor método para impedir que estas sustancias aparezcan en los cultivos y produzcan
efectos téxicos e inhibicion del crecimiento. Una practica adecuada seria cuidar que las condiciones
fitosanitarias y fisioldgicas de las plantas madres y el origen de los explantes fueran idoneas en la Fase O, y
que los métodos de desinfestacion y aislamiento fueran lo menos agresivos posibles en la Fase 1 de
establecimiento de los cultivos. Otros métodos que dan buen resultado si la sintesis de fenoles no puede
evitarse son: la dispersion, adsorcion o lavado, con sustancias como el carbén activado (CA) o la
polivynylpyrrolidone (PVP); la modificacién del potencial redox (disminuyendo los agentes redox, o la
disponibilidad de oxigeno; la in activaciéon de enzimas de tipo fenolasa (quelantes), y otros sistemas como la
incubacion en condiciones de oscuridad, bajo pH, incubacién a temperaturas mas bajas que persiguen reducir
la actividad fenolasa y la disponibilidad de sustratos. La adicion de sustancias antioxidantes, es otro de los
métodos que suelen aplicarse, aunque es necesario tener mucho cuidado, ya que tras su oxidacién pasan a ser
oxidantes muy potentes, invirtiéndose su efecto positivo en el control de los fenoles (Cleland, Biochem. 3: 480,
1964), citado por Encinas (13). Otro método utilizado es el subcultivo frecuente en un medio fresco, asi como la

inmersion en agua destilada por algunas horas antes de la siembra in vitro, Sierra, et al., (36).

George (18), recomienda para disminuir el ennegrecimiento de los explantes, realizar un proceso de
dispersion o lixiviacion de los compuestos fendlicos, debiéndose realizar los cortes dentro de un medio liquido,
esto con el propdsito de eliminar los productos relacionados con las células dafiadas. También recomienda
realizar enjuagues o dejar en agua estéril durante 2 o 3 horas antes de transferir al medio de cultivo. EI mismo
autor recomienda realizar transferencias frecuentes a medios nuevos y frescos, asi como realizar cortes de las
partes obscurecidas de los explantes. Otra alternativa descrita por el mismo autor, es la utilizacién de medios

liquidos, utilizando puentes de papel filtro o reduciendo la concentracion de los agentes gelificantes.

Encinas (13), manifiesta que determinados componentes de la formulacién del medio de cultivo como las
citoquininas y micronutrientes: Mn++ y Cu++ (componentes de complejos enzimaticos) e incluso el potencial
osmotico del medio pueden potenciar o inhibir la biosintesis de compuestos fendlicos, su difusion y oxidacion,
interfiriendo activamente las reacciones de hipersensibilidad vegetal (ennegrecimiento, inhibicion del

crecimiento, necrosis) que provocan en condiciones in vitro.

George (18), hace referencia a que otra alternativa para reducir el ennegrecimiento de los cultivos, es la
reduccion de componentes del medio tales como el nitrdgeno y potasio entre otros ya que no todos los cultivos

son tolerantes a altas concentraciones de estos nutrientes.

3.1.4 Tipos de cultivo in vitro

Segun Curso de cultivo de tejidos (11), manifiestan que los explantes pueden ser de muy diversas clases.
Y la adecuada escogencia del material que sirve de explante, asi como la parte o estructura de la planta que se

pone en cultivo, ha permitido distinguir los siguientes tipos de cultivos asépticos



A. Organos con crecimiento determinado (hojas, flores y frutos)

Curso de cultivo de tejidos (11), indica que éstos presentan un tamafio y crecimiento definido. Por ello
resulta de un potencial restringido de division y diferenciacion, el cual es impuesto por las células que forman el

primordio meristematico inicial del érgano, en una etapa muy temprana de su desarrollo.

Al cultivar este tipo de 6rganos, lo que se realiza generalmente es su desarrollo en condiciones asépticas.
Ello permite el estudio del crecimiento de estos 6rganos separados de la planta, no asi la propagacion de los
mismos. Pero si inducimos una fase de crecimiento desorganizado (callo), perdiendo la estructura original, y

estimular la organogénesis podemos regenerar y multiplicar la planta, Curso de cultivo de tejidos (11).
B. Organos con crecimiento indeterminado (&pices de tallo y de raiz)

a. Cultivo de raices aisladas

Puede establecerse a partir de raices laterales o primarias, las cuales pueden ser obtenidas a partir de
plantulas germinadas en condiciones asépticas o bien en raices de plantas en cultivos hidropénicos o en el
campo, Curso de cultivo de tejidos (11).

Las raices colocadas en un medio de cultivo adecuado, producen un sistema radical consistente de
raices primarias y secundarias, y como regla general, las raices no forman yemas de tallo, Curso de cultivo de
tejidos (11).

En ciertas especies, después de varios subcultivos, las raices pueden cesar completamente su
crecimiento y la transferencia a un medio fresco tampoco lo estimula. En algunos casos el cultivo puede
reanudarse si se extraen de él los meristemos laterales recientemente formados y se colocan sobre un nuevo

medio, Curso de cultivo de tejidos (11).

b. Cultivo de meristemos y apices del tallo

Al igual que las puntas de raiz, los apices del tallo pueden crecer en forma indefinida y organizada. En los
primeros estadios del desarrollo embrionario vegetal, la divisién celular tiene lugar en todo el organismo, pero a
medida que el embridn se desarrolla y se transforma en una planta adulta la adiciébn de nuevas células se
restringe a ciertas partes de la misma, mientras que el resto de la planta se especializa en otras actividades
especificas. Estos grupos de células que retienen su actividad embrionaria durante toda la vida de la planta se

denominan meristemos, (Esau, 1976), citado por Hurtado y Merino (22).

Segun, Rincondelvago (32), las plantas nunca dejan de crecer, ya que podemos arrancar una rama de un
arbol de 200 afios y plantarla, de forma que observaremos como esta rama se comportard como si fuera una
nueva planta y podran crecer muchos afios mas. Esto nos lleva a considerar que los tejidos de los vegetales se
estan formando indefinidamente, de forma que debe existir una porcion de la planta especializada para dar los

tejidos adultos. Ha ésta parte de la planta se le ha llamado meristemo.

Los meristemos incluyen meristemos de raiz, de tallo (principales y laterales) e intercalares, asi como

también el engrosamiento de meristemos primarios y meristemos secundarios, como lo son el felégeno y el



cambium. El meristemo apical de tallo da lugar a diversos tipos de células, tejidos y 6rganos, Wolff (1759),
citado por Hurtado y Merino (22). Esau (1976), citado por Hurtado y Merino (22), reconocié que esta regién

indiferenciada denominada meristemo daba origen al crecimiento de la planta.

Curso de cultivo de tejidos (11), Herndndez (21) y Usui, et al., (42), concuerdan en que el aspecto mas
importante es que los apices pueden regenerar pequefios tallos, los cuales pueden ser luego enraizados. Este
tipo de cultivo tiene una repercusién importante en la propagacion vegetal. Esto se debe a que permite obtener
plantas genéticamente idénticas a la planta de la cual se originan, ademas, el cultivo de pequefias porciones de
apices del tallo (0.2-1.0 mm. el meristemo y dos o tres primordios foliares) constituye una técnica para obtener
plantas libres de virus. Esta técnica conocida como cultivo de apices, a sido mal llamada cultivo de meristemos.
Sin embargo, el cultivo de apices o de yemas axilares (5-10 mm.) es utilizado como un medio exitoso de
propagacién de plantas, puesto que estos regeneran un tallo que pueden ser luego inducidos a formar raices o
bien vuelto a cultivar para inducir la brotacién de las yemas axilares para formar mas tallos, los cuales podran

ha su vez ser enraizados.

Curso de cultivo de tejidos (11), manifiesta que el uso de los terminas “meristemo” y “apices”, debe estar
condicionado al tamafio del inoculo y al tipo de tejido contenido en él. Anatdémicamente el “meristemo”
consistente del domo (células no diferenciadas de caracter embrional), y con dimensiones no mayores de 0.1
mm de longitud. Los “apices meristematicos” se refiere entonces al domo, con uno o varios primordios foliares y

de tamafo variable.

Hernandez (21), indica que la micropropagacion por brotes axilares puede hacerse utilizando apices del
tallo o nudos con una o varias yemas axilares. Los apices que se usan generalmente son de dos centimetros de
largo y los nudos pueden ser de apices terminales o laterales, con parte del tallo incorporado. Los explantes de
mayor tamafio son faciles de manipular y tienen mayores posibilidades de sobré vivencia, pero también resulta

mas dificil su descontaminacién por el tamafio del explante.

La ventaja de éste método de propagacion, es la estabilidad genética que muestran los individuos
regenerados ya que estos provienen de una multiplicaciéon clonal, en la cual, la naturaleza de las células

meristematicas es dipléide, (Murashige, 1974), citado por Hurtado y Merino (22).

Hurtado y Merino (22), indican que muchos cultivos comerciales vegetales, particularmente los que son
propagados vegetativamente, contienen virus sistémicos, los cuales afectan su funcionamiento o abaten su
rendimiento. Por tanto, antes de liberarse comercialmente es deseable producir plantas libres de virus, que
pueden ser clonalmente multiplicadas. En muchas especies, lo anterior puede lograrse con tratamientos con
calor de varios 6rganos in Vitro, o de plantas compuestas, asi como con la aplicaciéon de productos quimicos.
Sin embargo, ciertos virus han resistido todas las pruebas de erradicacion por estos medios y se hacen

necesarios otros métodos.

Actualmente la alternativa de méas éxito es el cultivo de meristemos apicales Hurtado y Merino (22), ya
gue frecuentemente son combinados con quimioterapia 0 con tratamientos con calor. Cuando estos métodos

son usados, las plantas no sélo son liberadas de virus, sino también de hongos y otros patégenos.



Mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales, podemos estudiar diferentes fendmenos
morfogenéticos que nos ayuden a entender cuéles son los factores fundamentales que intervienen en la
morfogénesis y diferenciacion de partes aisladas de la planta, que estan fuera de las influencias correlativas del
resto de la misma. Se pueden cultivar varios tipos de tejidos, como protoplastos, callos, nucelas, 6vulos,
primordios florales y meristemos apicales y laterales. De estos tejidos, los meristemos apicales han sido los
in6culos mas efectivos para la produccion de plantas completas en una amplia gama de cultivos

econdmicamente importantes (Quak, 1977; Walkey, 1978), citado por Hurtado y Merino (22).

Hurtado y Merino (22), aclaran que el estudio detallado in vitro de los requerimientos nutricionales,
hormonales y ambientales nos ayuda a entender los mecanismos reguladores que controlan la diferenciaciéon de
las plantas. De aqui la gran importancia de los meristemos de la planta, pues se encuentran asociados con
células altamente diferenciadas, ademas de que el meristemo da origen a diversos tipos de células, tejidos y
drganos para formar a una planta completa; también se perpetia asi mismo, produciendo células que retienen

su actividad meristematica.

Ball, (1960), citado por Hurtado y Merino (22), probd el cultivo de meristemos apicales de Lupinus olbus
L. en un medio que Contenia aminoacidos, leche de coco, &acido giberélico y vitaminas, observando solo una
pequefa elongacion del meristemo. Al repetir el experimento, dejo algunos primordios de hoja al meristemo y
obtuvo plantas completas. Con base en estos resultados Ball concluyé que: i) el meristemo apical exhibe una
dependencia hormonal y nutricional por el tallo subyacente y primordios de hoja, y ii) el meristemo apical de
angiospermas sufre una diferenciacién bioquimica que le impide producir ciertas sustancias esenciales para el

crecimiento y mantenimiento de un meristemo determinado.

Smith y Murashige (1970), citado por Hurtado y Merino (22), indican que desarrollaron plantas completas
a partir de meristemos apicales de Nicotiana tabaum L., Daucus carota L., Nicotiana glauca Grah., Tropaeolum
majus y Coleos blumei Benth, en un medio que contenia sales inorganicas de Murashige y Skoog, 100 mg de
inositol, 0.4 mg/1 de tiamina- HCI, 1 a 2 mg de IAA, 30 g de sacarosa y 1% de agar; se obtuvo el desarrollo de
las hojas a los 12 dias. Ellos demostraron que fueron innecesarias las estructuras subyacentes, pues se
obtuvieron plantulas completas en un medio que sé6lo contenia IAA administrado de manera exégena. En un
cultivo de meristemos apicales de Coleus blunei los cuales incluian dos o mas pares de primordios de hoja,
Smith (1970), confirma las observaciones de Ball (1960), ambos citados por Hurtado y Merino (22), con
respecto a que no se requerian sustancias de crecimiento exdgenas si el indculo incluia primordios foliares; si el
primordio de hoja no estaba presente el abastecimiento de IAA era critico; el &cido giberélico reprime la

iniciacion de hoja y raices y la adenina parece repetir ligeramente la represion.

El balance adecuado de auxinas y citocininas in vitro de acuerdo con Hurtado y Merino (22), induce la
formacion de yemas y/o raices, dependiendo de la concentracibn de ambas y de la especie en que estén
actuando, lo cual implica que las hojas jovenes son capaces de producir las auxinas necesarias para el
desarrollo adicional de la raiz y que cuando maduran sintetizan citocininas que promueven la formacion de

brotes, ya sean primordios y hojas o0 yemas laterales (la principal fuente de citocininas son las raices).



Cuando se aisla el meristemo apical no debe dafiarse la regién subdistal, (Wardlaw, 1965), citado por
Hurtado y Merino (22), ya que se inicia la formacién de yemas si la incision es profunda y dafia el tejido
provascular; si el tejido provascular no es dafiado se inicia la formacion de hoja. Estas observaciones
demostraron que los metabolitos necesarios para el crecimiento y desarrollo del meristemo apical pudieron ser
transportados a través del parénquima de la médula y necesariamente a través del tejido pro-vascular
(Wardlaw, 1945; 1949 y 1956), citado por Hurtado y Merino (22).

En cuanto a especies horticolas y frutales se han realizado importantes investigaciones en relacién con la
obtencién de material sano a partir de meristemos apicales; los mas relevantes fueron hechos en papa (Sussex,
1965; Ingram y Robertson, 1965; Accatino, 1966; Gregorini y Lorenzi, 1964; Mellor y Stace-Smith, 1977; Wang,
1977 Solérzano, 1983), chile (Juo,Wahgy chien, 1973), fresa (Bdkengrcn y Muller, 1962), manzano (Elliott 1972;
Jones, 1976; Abbot, 1976; Jones y Hopgood, 1979), vid (Barlass y Skene, 1978), etcétera. Todos citados por
Hurtado y Merino (22).

C. Cultivo de embriones

Curso de cultivo de tejidos (11), indica que los embriones de las semillas han sido utilizados como
explantes para la iniciacién de callo. En efecto los tejidos del embridn por su caracter juvenil son potencialmente
meristematicos. Inclusive, las células del callo que se logra formar a partir de embriones, forman en muchos
casos, nuevos embriones que pueden generar un embrion, por lo que él nimero de plantas obtenido es muy
elevado, a este proceso de formacion de embriones a partir de células sométicas se le ha dado el nombre de
“embriogénesis somatica’, y a los embriones obtenidos por esta via el nombre de “embrioides” para
diferenciarlos del embrion zigoto.

Usui, et al., (42) y Curso de cultivo de tejidos (11), manifiestan que el embrién también puede ser aislado
y puesto a germinar en un medio que permita su desarrollo hasta llegar a formar una planta. Este proceso es
igualmente util ya que permite la rapida produccion de plantulas provenientes de semilla con baja viabilidad o
con problemas de incompatibilidad. Sin embargo, si la planta proviene de granos de polen y no de embriones,

las plantas que se obtiene son haploide. Es decir que Gnicamente contienen la mitad de la informacién genética.

Hernandez (21), indica que otra de las aplicaciones del cultivo de embriones es el rescate de material de
propagacion en los frutales deciduos, cuyas semillas son generalmente de baja viabilidad o donde ocurre aborto
de embriones. También es util para romper la dormancia en semillas, acortando el ciclo del cultivo o crecimiento
en meses o incluso en afios. Ademas, puede utilizarse cuando semillas importantes pierden su viabilidad

durante el almacenamiento y presentan una pobre germinacion.

D. Cultivo de células desorganizadas

a. Cultivo de células o suspensiones celulares

Segun el Curso de cultivo de tejidos (11), el cultivo de células o suspensiones celulares: tiene su origen a
partir de callos friables (faciles de desmoronar) que son colocados en un medio liquido y bajo agitacion, las

células individuales se dividen, llegando a formar cadenas y pequefios agregados celulares, que se vuelven a
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romper originando nuevos grupos celulares, también pequefios. El material empleado puede ser cualquier parte
de la planta. Debido a la presencia de las paredes celulares (que tienen tendencia a adherir las células una con
otra) no ha sido posible obtener células individuales. El tamafio y proporcién de los agregados celulares varia

segun la especie y el medio de cultivo.

El crecimiento en las suspensiones celulares de acuerdo con Curso de cultivo de tejidos (11), es mas
rapido que la del callo. Bajo el punto de vista de la micropropagacion, las suspensiones celulares podrian

proveer una multiplicacién extremadamente rapida por medio de dos vias:

. Formacion de embriones somaticos en la suspension, los cuales son transferidos a condiciones

que favorezcan su desarrollo en planta (medio sélido).

*  Se toma una alicuota de la suspension celular y se deposita sobre un medio sélido. Ahi las células
se dividen y forman un callo, en el cual se induce la formacién de 6rgano y luego a plantas, Curso

de cultivo de tejidos (11).

b. Cultivos originados a partir de una sola célula

Se husca realizar clones a partir de un origen celular Gnico. Se filtran las suspensiones celulares para
eliminar todos los agregados de gran tamafio y permitir el paso de sélo células individuales y pequefios grupos
celulares. En estos Ultimos se asume que por su cohesion se ha originado a partir de una célula Unica, IICA
(12).

La suspensién obtenida es entonces repartida sobre un plato de petri conteniendo una fina pelicula de
medio sélido. La densidad de inoculo debe ser suficiente para permitir el crecimiento de las células. Esta forma
callos cuyo origen es una Unica célula. Estas son separadas y transferidas a un medio fresco. De ésta forma se

obtienen lineas o razas celulares, Curso de cultivo de tejidos (11).

Segun Curso de cultivo de tejidos (11), los cultivos celulares permiten la obtencién de lineas
genéticamente diferentes, posibilitando la seleccion de lineas que presenten (después de andlisis) una
caracteristica deseable como tolerancia a altos niveles de sales, produccién de metabolito determinado,

resistencia a un patégeno (este ultimo a sido realizado con éxito en cafia de azUlcar).

E. Cultivo de protoplastos

El protoplasto segun el Curso de cultivo de tejidos (11), es la parte viviente de la célula, compuesta por el
citoplasma y el nucleo, al cual se le removi6 la pared celular. En el cual para realizar un aislamiento exitoso ha
sido necesaria la contraccion del protoplasto para separarlo de la pared celular. Es decir, una plasmolisis
parcial. Esto se realiza con soluciones de sales como KCIl o0 MgSO, o bien con azlcares como maniota. Estas

substancias permiten que el protoplasto se “encoja” suficiente sin causarle dafio.

Segun Curso de cultivo de tejidos (11), los protoplastos aislados son muy fragiles y muy sensibles a
cualquier dafio fisico o quimico. La capacidad de division de los protoplastos esta ligada a su habilidad para
formar una pared celular. Al formarse la pared celular, las células regeneradas se incrementan en tamafio y al

cabo de 3 a 5 dias se divide. Después de varias divisiones origina una pequefia colonia celular que luego
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evoluciona a callo. Pero también sé ha observado la regeneracion de plantas a través de la formacion de

embriones originados de un protoplasto.

De a cuerdo a Curso de cultivo de tejidos (11) y Hernandez (21), la fusién de protoplastos se da
mezclando dos especies o géneros antes de que se forme la pared. En este caso se forman células
genéticamente hibridas (heterocarioticas), que normalmente solo pueden obtenerse por cruzamiento sexual. De
esta manera es posible generar hibridos, pero de caracter somético. Ha ello se debe que esta técnica de cultivo
de protoplastos abre las puertas a la ingenieria genética, permitiendo incorporar genes u otros organélos a un

planta, incorporacién de caracteristicas de una bacteria a un vegetal superior, etc.

3.1.5 Explante

La seleccién de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de nuestros
cultivos; en primera instancia, dicha seleccién esta determinada por el objetivo perseguido y la especie vegetal
utilizada. Si el objetivo final es la produccion de callos, es factible la utilizacién de una vasta gama de explanes
que cultivados en condiciones apropiadas, permitan la proliferacion de callos. Cualquier explante que contenga
células nucleares vivas se puede emplear potencialmente para la obtencién de callos, Roca y Mroginski, citado

por Calderén (9).

Es muy frecuente la utilizacion de apices o meristemos caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raices,
anteras e inclusive tejidos altamente diferenciados como los provenientes de los frutos. Esta facilidad para la
proliferacion callosa puede hacerse extensiva a células y protoplastos, con el empleo de técnicas y medios de
cultivo mas elaborados, Roca y Mroginski, citado por Calderén (9).

Roca y Mroginski, citado por Calderén (9), manifiestan que la propagacion in vitro de las plantas lefiosas
requiere la utilizacion de explantes provenientes de materiales juveniles, ya que existe menos sintesis de

fenoles.

Curso de cultivo de tejidos (11), menciona que aun cuando de otros tejidos se pueden obtener plantas

sanas, los apices tienen algunas ventajas a causa de su rapido crecimiento y su estabilidad genética.

A. Tamafio del explante

Torpe T., (1988), citado por Calderén (9), indica que el tamafio del explante es un aspecto que se debe
de tomar en cuenta para el establecimiento de los cultivos, puesto que cuanto mas grande sea, mayores son las
posibilidades de obtener proliferacién callosa, aunque esto trae como consecuencia mayores probabilidades de
heterogeneidad y de contaminacién con microorganismos. Existe un tamafio minimo del explante variable

segun el material, por debajo del cual no se obtienen proliferacion callosa u otras respuestas deseables.

Dicho autor indica que también se debera de tener en cuenta la incidencia de otros factores, que a
menudo pueden alterar las respuestas de los explantes cultivados; entre estos factores esta la época del afio en
que se realizan los cultivos, especialmente cuando los explantes se obtienen de plantas de invernadero o de
campo. Otro factor seria los pretratamientos a los explantes y las condiciones de crecimiento de las plantas

donantes de los mismos.
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El tamafio del explante tiene que ver Gnicamente cuando se trata de obtener plantas libres de virus, pues
los meristemos (sin primordios foliares) tienen una alta probabilidad de diferenciar plantas libre de estos
patégenos, sin embargo, es mas dificil regenerar de ello plantas completas, Villalobos (1982), citado por
Calderon (9).

B. Asepsiadel explante

Calderon (9), cita a Roca y Mroginski. (sf.) Quienes sefialan que las condiciones fisicas y la asociacién
explante-medio en que normalmente se incuban los cultivos, conforman un ambiente propicio para la
proliferacion de microorganismos (bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos y competir con el
explante por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las condiciones con microorganismos es un aspecto bésico
gue se debe tener en cuenta para el éxito, no solamente en el establecimiento de los cultivos sino en su anterior

incubaciéon y manipulacion.

Es dificil lograr cultivos completamente estériles en el estricto sentido de la palabra, por lo que para
establecer cultivos asépticos es conveniente o necesario: a) trabajar en ambientes adecuados; b) esterilizar los
medios de cultivo; c) desinfectar superficialmente los explantes, liberandolos de bacterias y hongos exégenos; y

d) realizar los cultivos respetando ciertas normas de asepsia, Roca y Mroginski, citado por Calderén (9).

Lizarra, et al., (28), aseguran que el alcohol es un agente esterilizador comdn de la superficie, para
eliminar bacterias y hongos, y es frecuentemente utilizado como un breve lavado antes de aplicar otros
tratamientos de esterilizacion de la superficie de las plantas. Tiene una baja tension superficial y puede penetrar
facilmente entre las pilosidades foliares y mojar la superficie de la planta. A demas el etanol al 70% es mas

efectivo como agente esterilizador que el de 95-100%.

Lizarra, et al., (28), menciona que soluciones acuosas de Hipoclorito de sodio (NaOCI) o de Hipoclorito de
calcio (CaOCI) también pueden ser utilizadas para una esterilizacién superficial. La sal de calcio es preferida por
gue es menos fitotdxica. Muchos laboratorios utilizan lejia de uso doméstico tal como el Clorox. Estos productos
comerciales contienen normalmente 5.25% NaOCI como producto activo. Cuando se le diluye con agua (1 parte

de lejia: 9 partes de agua), la solucion esterilizadora resultante debera contener no menos de 0.5% de NaOCI.

Lizarra, et al., (28), manifiesta que debido a la disociacion completa, el hipoclorito tiene una actividad
relativamente pequefia a un pH superior a 8.0 y es mas efectivo fijando la solucién a alrededor de un pH 6.0,
ademas, el mismo autor indica que la superficie del tejido recientemente disectado y sumergido completamente
en la solucién de hipoclorito, queda esterilizada después de una exposicion de 10-15 minutos. A continuacién
del tratamiento con hipoclorito, el material tratado debe ser lavado cuidadosamente con varios cambios de agua
destilada, para eliminar completamente el desinfectante.

Segun, Lizarra, et al., (28), se deben utilizar los bactericidas y fungicidas en material que se encuentra
fuertemente contaminado, algunos investigadores recomiendan el lavado en una mezcla bactericida y fungicida
antes de proceder a la esterilizacion de la superficie. Sin embardo debe recordarse que éste tratamiento no

tiene efecto sobre infecciones sistémicas.
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ITESM (25), Indican que cuando se trabaja con explantes, una parte de ellos sufre dafios por el

hipoclorito de sodio, por ello estas partes se retiran y el explante queda listo para la induccién.

3.1.6 Medio de cultivo

El éxito del cultivo de tejidos de plantas esta influenciado por la composicion quimica de los medios de
cultivo. Se ha determinado que utilizando las secuencias quimicas necesarias y las condiciones apropiadas de
nutrientes asi como su forma quimica adecuada se obtienen cultivos para casi todas las partes de una planta en

diversas especies vegetales. Calderén (9) y Hernandez (21).

Villalobos (1982), citado por Calderén (9) también indica que para el crecimiento adecuado de las plantas
se necesita que las mismas tomen del suelo cantidades importantes de macronutrientes como lo son las sales
de nitrégeno, potasio, calcio, fésforo, magnesio, cobre, molibdeno y cobalto. Un medio de cultivo contiene estos
elementos y carbohidratos, normalmente sacarosa, este ultimo compuesto sirve para reemplazar en un alto
porcentaje el carbono que la planta normalmente fija por medio de la fotosintesis. Se sabe también que se
obtienen mejores resultados al incluir compuestos organicos e inorganicos en pequefias cantidades tales como

vitaminas, amino&cidos y reguladores del crecimiento.

La FAO (15), sefala que en general los medios de cultivo, se encuentran constituidos por los siguientes

componentes.

A. Salesinorgéanicas

a. Macronutrientes

FAO (15), indica que los tejidos en cultivo requieren de una fuente de compuestos inorganicos, ademas
de carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos mas requeridos son principalmente: Nitrdgeno, Fosforo,

Potasio, Calcio. Magnesio y Azufre.

Nitrégeno: FAO (15), manifiesta que el nitrégeno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra

presente en el medio en forma de nitrato o iones de amonio, o la combinacién de ambos iones.

Usui, et al., (42), indican que el nitrogeno (H4sNOs; y KNO3), en concentraciones altas, promueve el

enraizamiento. Mientras que en concentraciones bajas promueve desarrollo de callo.

De acuerdo con Fuchsiarana (16), el Nitrégeno participa en el crecimiento rapido y vigoroso; forma parte
de la clorofila y es un componente necesario de los aminoacidos y, por tanto de las proteinas; también de los
acidos nucleicos y necesarios para la divisién y reproduccion de las células; asi mismo, es necesario para la
formacion de enzimas, que son proteinas especializadas promotoras de numerosas reacciones dentro de la
planta. Por otro lado el exceso produce un crecimiento excesivo, hojas verdes oscuro y a menudo mas carnosas

y quebradizas, puede dar origen a bordes enrollados y clorosis diferentes, seguidas de puntos necroticos.

Fosforo: FAO (15), sefiala que este puede adicionarse en cualquiera de las formas NaH,PO4.H,O 6
KH,PO,.
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De acuerdo a Usui, et al., (42), el Fésforo es uno de los elementos necesarios para el metabolismo de las
plantas. Principalmente es utilizado para sintetizar ATP como fuente de energia y dentro de los medios de

cultivo, las plantas lo absorben en forma de PO,%.

Fuchsiarana (16), agrega que juega un papel muy importante en la formaciéon de raices, ademas de

estimular el crecimiento rapido de las plantas, por ello es necesario para la division celular.

Potasio: de acuerdo con FAO (15), es un cation que se agrega en forma de KCI, KNO3 6 KH,PO, por

otro lado Usui, et al. (42), indican que existe relaciéon entre el potasio y la diferenciacién de 6rganos.

Fuchsiarana (16), menciona que interviene en la traslocacién de azucares, en la actividad enzimatica,
ademas, equilibra las cargas eléctricas dentro de las células, por otro lado regula la presion de turgencia que

contribuye a la apertura y cierre de los estomas.

Calcio: FAO (15), indican que se adiciona como CacCl, .2H,0, Ca(NO3), .4H,O 6 la forma anhidra de

cualquier sal.
Usui, et al., (42), sefiala que el calcio es componente de la pared celular.

Fuchsiarana (16), indican que es esencial para el crecimiento de los extremos de tallos y raices, ademas
forma parte de las paredes celulares manteniendo su integridad y permeabilidad, dando resistencia estructural a
la planta. La absorcién de iones negativos como nitrato, sulfato, borato y molibdato. Equilibra la carga de iones
organicos producidos en el metabolismo de la planta. También interviene en la regulacién de algunas enzimas

para la mitosis, elongacién y divisiéon celular.

Magnesio: El sulfato de magnesio (MgSOa4 .7H20) segun, FAO (15), satisface tanto el requerimiento de

magnesio y azufre requeridos por las plantas.

De acuerdo con Fuchsiarana (16), y Usui, et al., (42), es el elemento central en la molécula de clordfila, e

interviene decisivamente en la actividad enzimética y la produccién de ATP.

b. Micronutrientes

FAO (15), Sefiala que para una adecuada actividad metabdlica, las células vegetales requieren de
micronutrientes. Los mas esenciales son: Hierro, Manganeso, Zinc, Boro, Cobre, Cobalto, y Molibdeno. Los

Ultimos cinco elementos son fundamentales para la sintesis de clorofila y la funcién de los cloroplastos.
Hierro: FAO (15), considera que es requerido para la formacién de precursores de la clorofila.

Usui, et al., (42), sefialan que normalmente se da en forma de quelato EDTA (&cido etilendinitrotetra-
acético) en los medios de cultivo, ya que de otra forma sé precipitaria. FAO (15) indica que estos compuestos
cuyas moléculas son capaces de detener un i6n de un metal con varias uniones quimicas formando un anillo
complejo, en bajas concentraciones de EDTA estimula el crecimiento, haciendo que el hierro este disponible en

bajas concentraciones.
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Segun Fuchsiarana (16), éste elemento es necesario para la sintesis de la clorofila, ademas, también
forma parte de muchas enzimas y de compuestos que intervienen en la transmision de la energia luminica en la

fotosintesis.

Manganeso: FAO (15), indica que es necesario para el mantenimiento de la ultra estructura y el proceso

fotosintético (la actividad del fotosistema Il es proporcional al contenido de Mn).

Fuchsiarana (16), menciona que interviene en muchas reacciones de la planta y es imprescindible en la

formacion de cloroplastos, asi como también contribuye a la asimilacién del nitrégeno.

Cobre: segun Fuchsiarana (16), ésta presente en la actividad de varias enzimas que intervienen en la

fotosintesis y en el metabolismo de carbohidratos y proteinas.
Zinc: Segun, FAO (15), es requerido para la oxidacién e hidroxilacion de compuestos fendlicos.

Fuchsiarana (16), menciona que es necesario para el equilibrio hormonal de la planta, en especial para la

actividad de la auxina que es una hormona de crecimiento, ademas mejora la eficacia de la funcién clorofilica.

Molibdeno: De acuerdo a FAO (15), estos forman parte de las enzimas nitrato reductasa y nitrogenasa.
Por ello Fuchsiarana (16), menciona que es necesario para la absorcion de nitrégeno, en la reduccion de
amonios a nitratos absorbidos en visitas a su incorporacion a los aminoacidos, a pesar de no formar parte de

ninguno de ellos.
Cobalto: FAO (15), indica que es componente de la vitamina B12.

Boro: Es necesario para el mantenimiento de la actividad meristemética y esta involucrado en la sintesis
de bases nitrogenadas como el uracilo, esto segin FAO (15). También Fuchsiarana (16), menciona que
interviene en actividades celulares (Division, diferenciacién, maduracién, respiracién y crecimiento), en la
quimica de los carbohidratos, en el transporte de azucares y también en la produccién de algunos aminoacidos

a un que no forma parte de ninguno de ellos.

B. Vitaminas

De acuerdo con la FAO (15), son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el

metabolismo y son requeridas en pequefas cantidades. Las vitaminas mas empleadas son:

Tiamina (vitamina B1): Se afiade como tiamina-HCI en cantidades que varian de 0.1 a 30 mg/L. Esta es

realmente la Unica vitamina esencial para el crecimiento de células vegetales, FAO (15).
Piridocxina (vitamina B6): ésta se afiade como piridoxina-HCI, FAO (15).

Mio-inocitol: no es propiamente una vitamina, sino un azlcar-alcohol. Tiene un efecto estimulante sobre

la morfogénesis, participando probablemente en la via biosintética del acido galacturénico, FAO (15).
Acido pantotenico: contribuye con el crecimiento de ciertos tejidos, FAO (15).

Acido félico: disminuye la proliferacion de tejidos en la oscuridad, mientras que en la luz aumenta. Esto
debido a que en presencia de luz, es hidrolizado a &cido P-aminobenzoico, FAO (15).
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Riboflavina: es inhibidor del crecimiento de raices.

Vitamina E: ayuda a la formacién de callos que provienen de embriones, y en cultivos en suspension,
ayuda a la viabilidad de células, FAO (15).

C. Reguladores del crecimiento

Estas substancias son de naturaleza enddgena, es decir, que son sintetizadas por el vegetal; ademas,
existen otras que el hombre sintetiza, cuyas formulas quimicas son similares o diferentes a las substancias
naturales pero presentan una actividad fisiol6gica semejante. Todas estas substancias endégenas y de sintesis
se incluyen en la categoria de reguladores del crecimiento. Vidalie, H., (1986), citado por Calderdn (9).

De acuerdo a Vidalie, H., (1986), citado por Calderdn (9), la presencia de hormonas vegetales se ha
observado desde fines del siglo pasado, las numerosas investigaciones posteriores pusieron de manifiesto su
existencia. Las primeras en ser descubiertas fueron las auxinas, en 1934; las giberelinas y las citocininas en la

década de 1950. Estos tres tipos de reguladores ejercen una accion estimulante sobre el metabolismo celular.

a. Sintesis y degradacion de la auxina Acido Indolacético (AlIA)

De acuerdo con Salisbury y Roos (35), y Bidwell (7), el AIA es quimicamente similar (no igual) al
aminoacido triptéfano (aunque a menudo se considera 1,000 veces mas diluido) y es probable que se sintetice a
partir de él. Los mismo autores citan a, (Sembdner et al., 1980; Cohen y Bialek, 1984; Reinecke y Bandurski,
1987), quienes indican que se conocen dos mecanismos para su sintesis, ambos con una eliminacion del grupo
amino y del grupo carboxilo terminal de la cadena lateral del triptéfano, ademas indican que la ruta preferida en
la mayoria de las especies probablemente implique la donacién del grupo amino a un alfa-cetoacido, por una
reaccion de transformacion, para formar acido indolpirtvico y después una descarboxilacién de indolpiruvato
para formar indolacetaldehido. Por ultimo, el indolacetaldehido se oxida a IAA. Por su parte las enzimas que se
necesitan para la conversion de triptéfano a IAA son mas activas en tejidos jovenes, tales como meristemos del
tallo, hojas y frutos en crecimiento. En estos tejidos también el contenido de auxina es mayor, lo cual sugiere
que el IAA se sintetiza ahi. Sin embargo, Salisbury y Roos (35), cita ha McQueen-Mason y Hamilton, 1989;
Tsurusaki. et al,. 1990 quienes indican en dos informes recientes que el IAA se deriva no de la forma

triptofano, sino de la forma p triptofano considerada no natural.

Salisbury y Roos (35), consideran que parece logico que las plantas deban poseer mecanismos para
controlar las cantidades de hormonas tan potentes como el IAA. La velocidad de sintesis es uno de estos
mecanismos, y otro es la desactivacion temporal mediante la formaciéon de conjugados auxinicos. En dicho
conjugado, también conocido como auxina ligada, el grupo carboxilico del IAA (el més estudiado entre las
auxinas) se combina de manera covalente con otras moléculas para formar derivados. Se conocen numerosos
conjugados del IAA, entre los que se incluyen el péptido acido indolacetilaspartico y los ésteres 1AA-inositol y
IAA-glucosa. En general, las plantas pueden liberar IAA a partir de estos conjugados mediante hidrolasas, lo

cual indica que los conjugados son una forma de almacenar I1AA.
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Salisbury y Roos (35), manifiestan que otros procesos para eliminar el IAA son degradativos y de estos
existen dos tipos: el primero indica oxidacion por 0, y pérdida del grupo carboxilo en forma de CO,. Los
productos son variables, pero casi simple el 3-metilenoxindol es el principal. La enzima que cataliza ésta
reaccion es la IAA oxidasa. Un aspecto muy importante es que las auxinas sintéticas no son destruidas por
estas oxidasas, por lo que persisten en las plantas por mucho mas tiempo. Las auxinas conjugadas también son
resistentes a las IAA oxidasas.

Reinecke y Bandurski, (1987), citado por Salisbury y Roos (35), indican que en fechas recientes, se
descubrié una segunda ruta para la degradacion de IAA en dicotiledoneas y monocotiledoneas. En ésta ruta el
grupo carboxilo del IAA no se elimina, si no que se oxida al carbén 2 del anillo heterociclico para formar acido
oxindol-3-acético, el cual ha sido oxidado en los carbonos 2 y 3 del anillo heterociclico, sin embargo aun no se
conocen los detalles de esta ruta degradativa, pero puede ser mucho mas importante que aquella en la que

participa la IAA oxidasa.

b. Transporte de auxinas

Salisbury y Roos (35) y Bidwell (7), sefialan que la forma en que se transporta la hormona IAA de un
6rgano o tejido a otro, se da en contraste con el movimiento de azucares, iones y algunos otros solutos, aun
que el IAA no suele traslocarse a través de tubos cribosos del floema o por el xilema, sino principalmente a

través de células parenquimatosas que se encuentran en contacto con haces vasculares.

Jacobs, 1979; Aloni, 19872, 1987b citado por Salisbury y Roos (35), indican que el IAA se movera a
través de tubos cribosos si se aplica a la superficie de una hoja lo bastante madura para exportar azlcares,
pero el transporte normal en el tallo y peciolos es de las hojas jévenes hacia abajo, por los haces vasculares.

También las auxinas sintéticas que se administran a plantas se mueven como el 1AA.

Salisbury y Roos (35), considera que el transporte tiene caracteristicas que difieren de las del transporte
en el floema. En primer lugar, el movimiento de la auxina es lento, de s6lo 1cm/h en raices y tallos, aun que es
10 veces mas rapido de lo que podria esperarse por difusion. En segundo lugar, el transporte de auxina es
polar, en tallos siempre se presenta de manera preferencial en sentido basipétalo (hacia la base), sin importar si
la base esta abajo como es normal o si la planta se invierte. El transporte en las raices el transporte también es
polar, pero de preferencia en sentido acropétalo (hacia los apices). En tercer lugar, el movimiento de la auxina
requiere energia metabdlica, como lo evidencia la capacidad que tiene para bloquear inhibidores de la sintesis
de ATP o la carencia de oxigeno. Otros fuertes inhibidores del transporte polar de auxinas son el 4cido 2, 3, 5-
triyodobenzoico (TIBA) y el &cido alfa-naftiltalamico (NPA), a aunque éstos interfieren especificamente en el

transporte de auxina y no en el metabolismo energético.

c. Efecto de las auxinas
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Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9). Asegura que la auxina interviene en nUMerosos procesos
fisiolégicos, y su accion depende de su concentracion y sus interacciones con los otros reguladores. Al estudiar

los diversos efectos es posible observar lo siguiente:

1. Una clara accién sobre el crecimiento celular: este efecto sé debe al nimero consecutivo de la
plasticidad en la pared esquelética y a la penetracién de agua en la célula; la resistencia de la pared

disminuye y la célula se alarga. Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9).

2. La maodificacién de la permeabilidad de la membrana plasmatica que se entiende por un rechazo de
ibnes H*, lo que provoca una acidificacion responsable de la disminucion de la resistencia de la pared

y absorcién de iones K”. Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9).

3. La estimulacion de la divisidn celular en las células de origen cambial (ésta accidén ha posibilitado los
primeros éxitos de los cultivos in vitro). Este efecto se ha calificado como histogeno, ya que conduce

a numerosas células, todas ellas semejantes, que forman un callo.

Las auxinas, acido indolbutirico (IBA) y el acido indolacético (IAA) son usados en el rango que varia de
0.1 a 10 mg/L, el &cido naftalenacético (ANA) y el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) se usan en un rango de
0.001 a 10 mg/L.

d. Sintesis y degradacién de las citocininas

Un paso importante para nuestro conocimiento de la biosintesis es manifestada con los experimentos de
Chong-Maw Chen y D.K. Melitz (1979), citados por Salisbury y Roos (35), quienes demostraron que los tejidos
de tabaco contienen un encima llamada isopentenil AMP sintasa que forma 5 -fosfato de isopentenil adenosina
(isopentenil AMP) a partir de AMP y un isémero del pirofosfato de isopentenilo. Este ultimo compuesto en un
producto del mevalonato y es un precursor importante de esteroides, giberelinas, carotenoides y otros
compuestos isoprenoides. El isémero que interviene en el pirofosfato de A-2-isopentenilo, en donde el prefijo A
quiere decir que la molécula tiene un doble enlace entre los carbonos 2 y 3. El pirofosfato se libera del nitrégeno
amino fijo al carbono 6 del anillo de purina. El isopentenil AMP que se forma en esta reaccién puede convertirse
después en isopentenil adenosina por eliminacion hidrolitica del grupo fosfato mediante una enzima fosfatasa, y
la isopentenil adenosina se puede convertir luego en isopentenil adenina por eliminacién hidrolitica del grupo
ribosa. Ademas la isopentenil adenina se puede oxidar a zeatina mediante el reemplazo de un hidrogeno por un
OH en un grupo metilo del lado de la cadena de isopentenilo. La dihidrozeatina se forma entonces a partir de la
zeatina por reduccion (con NADPH) del doble enlace de la cadena lateral del isopentenilo. Estas son las
reacciones que explican la formacién de las tres bases principales de citocininas, sin embargo existen otras

posibilidades para su biosintesis.

Salisbury y Roos (35), sefialan que la degradacion es efectuada principalmente por la citocinina oxidasa,
un sistema enzimatico que extrae la cadena lateral de cinco carbonos y libera adenina (o bien adenosina libre,
cuando se oxida el ribésido de zeatina). La forma derivada de citocinina es mas compleja debido a que se

pueden formar muchos conjugados que contienen glucosa o alanina.
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e. Transporte de citocininas

De acuerdo con, Salisbury y Roos (35), los niveles de citocinina son maximos en érganos jévenes
(semillas, frutos y hojas) y en las puntas de la raices, en esta ultima, se considera con seguridad que si
interviene en la sintesis, por que si las raices se cortan en forma horizontal, exudan citocinina (debido a la
presion de la raiz) desde el xilema de las partes inferiores restantes por periodo de hasta cuatro dias. En tal
sentido no es probable que estas partes inferiores puedan almacenar las suficientes citocininas derivadas de
alguna otra fuente, y asi actuar como fuente a plazo bastante largo para el xilema. El floema también es un

medio importante de transporte de citocininas.

f. Efecto de las citocininas

Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9), Al igual que las auxinas, indica que las citocininas también

son muy activas y presentan las siguientes acciones a nivel celular:

1. Un efecto en la division celular, en este proceso son indispensables, pero ineficaces en ausencia de
auxina; Las dos se complementan, la auxina favorece la duplicacion de los acidos

desoxirribonucleico (ADN) y la citocinina hace posible la separacion de los cromosomas.

2. Un papel muy claro en la organogénesis, en la que brinda estimulacién considerable a la formacion

de yemas.

3. Las citocininas promueven la division celular y la organizacién de callos. Es decir, que promueven la

diferenciacién de yemas y brotes de callos y érganos.

g. Interaccion auxina-citocinina

George E., (1993), citado por Calderén (9), ha encontrado que la formacion de los brotes puede ser
inducido previsiblemente de callos de tabaco usando relativamente bajos niveles de auxina y altos niveles de
citocinina en el medio de crecimiento. Desde este descubrimiento muchos aspectos de diferenciacién celular y
organogénesis en el cultivo de tejidos y érganos ha sido encontrado por una interaccion entre concentraciones
de citocininas y auxinas. El balance entre estas dos clases de reguladores es requerido para el crecimiento de

iniciacion o diferenciacion en tejidos de cultivos.

Un balance entre estos reguladores del crecimiento es mas requerido con frecuencia para la formacién de
brotes adventicios y meristemos de raiz. La concentracién necesaria de cada tipo de regulador difiere mucho de
acuerdo a la especie de planta, la condiciéon del cultivo y los componentes utilizados en la interaccion entre dos
clases de reguladores (figura 1); Es a menudo complejo, y mas que una simple combinacion de substancias es

probablemente para producir resultados 6ptimos. Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9)
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Figura 1: Interaccién entre auxinas y citocininas, adaptado de Curso de cultivo de tejidos (11).

h. Sintesis y degradacién de las giberelinas

Salisbury y Roos (35), e Internacional Potash Institute (24), sefialan que las giberelinas son compuestos
isoprenoides, especificamente dipertenos, que se sintetizan a partir de unidades acetato del acetil coenzima A
en la ruta del acido mevalonico. El pirofosfato de geranilgranilo, un compuesto de 20 carbonos, sirve como
donador de todos los &tomos de carbono de las giberelinas. Se convierte en pirofosfato de copali, con dos
sistemas de anillos, y luego en kaureno, el cual tiene cuatro sistemas de anillos. La ulterior conversién del
kaureno en la ruta implica oxidaciones que se realizan en reticulo endoplasmico, produciendo los compuestos
intermediarios kaurenoil (un alcohol), kaurenal (un aldehido) y acido kaurenoico; cada compuesto continla
oxidandose. El primer compuesto con un anillo giberélico verdadero el aldehido de la GA1,, una molécula de ,
carbonos. De aqui surgen tanto giberelinas de ,, como de ;4 carbonos. En la mayoria de giberelinas el quinto

anillo (lactona) se forma a partir del carbono ;9 correspondiente al grupo carboxilo del aldehido GA;».

i. Transporte de giberelinas

Salisbury y Roos (35), y Bidwell (7), indican que si encontramos estas hormonas en un érgano vegetal,
pueden haber sido sintetizados o traslocddos a tal sitio. Por ejemplo; las semillas inmaduras contienen
cantidades relativamente elevadas de giberelinas en comparacion con otras partes de la planta y los extractos
libres de células de algunas especies pueden sintetizar giberelinas. Estos y otros resultados indican que gran
parte del elevado contenido de giberelinas de las emillas se debe a la biosintesis, no al transporte. La
capacidad de otras partes vegetales de sintetizar giberelinas esta menos bien establecida, pero es probable que
la mayoria de células vegetales tengan cierta capacidad de sintetizar giberelinas. En todo caso este tipo de

hormona se pueden desplazar por via xilema y floema.

j. Efecto de las giberelinas

Se utiliza para inducir el desarrollo de embriones adventicios. En la mayoria de los casos, se usa AGs,

entre las existentes. La actividad fisiolégica puede influir en el crecimiento y desarrollo de una variedad. Varios
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de los efectos del AGs en todas las plantas son causados por el selectivo crecimiento o disminucion en la
biosintesis y en la actividad de la enzima. Otro posible resultado es un cambio en la disponibilidad de auxinas
endogenas. El &cido giberélico es descubierto para suprimir la sintesis de la fosfatasa y enzimas que tienen que
ver con la produccién de algunos productos secundarios y la sintesis de alfa-amilasa y maltasa son
estimuladas. Vidalie, H., (1986), citado por Calderdn (9).

Vidalie, H., (1986), citado por Calderén (9), indica que en cultivo de tejidos de plantas puede ser
generalmente inducido a agrandar y diferenciarse sin giberelinas, aunque el &cido giberélico puede llegar a ser
ingrediente esencial del medio para el cultivo de células en una baja densidad. Cuando el AGs es adicionado al
medio de cultivo, a menudo produce un efecto que es de similar naturaleza que las auxinas. Altas
concentraciones de AGs (1-8 mg/L) inducen el crecimiento de células indiferenciadas de callos, y puede

promover el crecimiento de callos en combinacién con auxinas y bajos rangos de citocininas.

El factor de crecimiento, que es probablemente una giberalina, es producido por la germinacion de
embriones de algunas especies de plantas y debe ser transmitido a él endospermo antes que el tejido prolifere
para formar callos en el cultivo. Donde la presencia tanto de auxinas y citocininas en un medio de crecimiento
aventaja para el acallamiento rapido en la superficie del corte de un explante. La nueva adiccién de una
cantidad de AGz3 (0.1 mg/L) o la reposicion de la auxina por AGs realmente inhibe el desarrollo de callos. Vidalie,
H. (1986), citado por Calderén (9).

D. Aminoéacidos

De acuerdo con FAO (15), ninglin aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro, sin
embargo, existen varios que se han utilizado experimentalmente. Los aminoacidos proporcionan una fuente
inmediata de nitrégeno inorganico proporcionado por el medio. Los aminoacidos también pueden actuar como

agentes quelantes.

Las funciones principales de los aminoacidos dentro del cultivo de tejidos son: La glutamina y asparagina
son trasportadores de nitrégeno; L-arginina estimula raices; L-serina es empleada en cultivo de microsporas y

L-cisteina es un agente reductor, FAO (15).

E. Carbohidratos

Usui, et al., (42), sefialan que, originalmente, las plantas pueden producir aziicar como fuente de energia
a través de la fotosintesis, sin embargo, las vitroplantas casi no realizan fotosintesis debido a la baja intensidad
de luz en la que se desarrollan, y aunque lo hagan, produciran muy poco azucar. A causa de esto, es necesario

adicionar cierta cantidad de azUcar.

FAO (15), indica que los carbohidratos son utilizados como fuente de energia y como reguladores
osmoéticos. La sacarosa es el azicar empleado universalmente. Le sigue en importancia la glucosa, maltosa,
rafinosa, fructosa, galactosa, manosa y lactosa. La concentracion a la cual se utiliza la sacarosa es de 20 a 45
g/L.
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F. Agua

FAO (15), consideran que el agua a utilizar debe ser bidestilada, tridestilada o desmineralizada, de

cualquier forma el empleo de un destilador de vidrio es requerido en la destilacién final.

G. Agentes solidificantes

De acuerdo con FAO (15), comunmente se ha empleado el agar como un sistema de soporte para la

preparacion de medios sélidos o semisélidos. Indicando que las ventajas del agar son:

1.

3.

4.

Con agua el agar forma geles que se derriten a 100° C y se solidifica a 45° C. Esto significa que éste

gel es estable a todas las temperaturas de incubacion.
El agar no es alterado por las enzimas vegetales.
El agar no reacciona con los constituyentes del medio.

No interfiere con la movilizacién de los constituyentes del medio.

Otros medios se han empleado para sustituir el agar, sin embargo pocos han tenido éxito. Posiblemente

el que més popularidad a alcanzado el es “Gelrite”. Debido a que el agar es costoso, es importante tomar

encuenta otros compuestos que nos permitan sustituir a éste, FAO (15).

Segun, Usui, et al., (42), el “Gelrite”, es un agente gelificante que se desarrollo para micropropagacion de

plantas y tiene las siguientes caracteristicas:

1.

2.

Requiere de un i6n para gelificar, puede ser K" o Ca’.

Permite controlar la solidificacién del medio de cultivo, mediante el cambio de volumen, clase y

densidad del i6n positivo.

Es mas transparente que el agar.

Permite gelificar utilizando una menor cantidad que la de agar.

Puede volver a disolverse por recalentamiento, después de que ha gelificado.
Tiene resistencia el calor y a las enzimas.

Produce una mezcla homogénea.

Suplementos no definidos.

De acuerdo con FAO (15), alguno de los suplementos utilizados ha sido:

1.

2.

3.

4.

Extracto de levadura.
Jugo y extracto de varios frutos (platano, tomate y agua de coco).
Caseina hidrolizada (proteinas).

Antioxidantes, como el acido ascérbico, acido citrico y L-cisteina.
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5

. Absorbentes como el carbén activado (CA) y Polivynylpyrrolidone (PVP).

George (18), afirma que es posible absorber o anular los compuestos inhibidores fendlicos a través de
la utilizacion de carbén activado, sin embargo debe de utilizarse con mucha precaucién ya que también
es posible que pueda absorber los reguladores de crecimiento y otros componentes del medio, ademas

también puede ser toxico para algunos tejidos.

George (18), hace menciéon que los bioquimicos han encontrado una forma de extraer las enzimas

dentro de las plantas vivas. Estas enzimas son las que inhiben las reacciones de poli fenoles y taninos.

El PVP es utilizado como absorbente en la separacion cromatografia de acidos aromaticos, aldehidos y
fenoles, que tiene un alto peso molecular. En el aislamiento de estas enzimas el PVP soluble se
combina a través de enlaces de hidrogeno, absorbiendo asi al fenol. También puede combinarse con
oxidos de fenoles (polimeros), previniendo de esta manera la oxidacion extensa de las enzimas de los

poli fenoles, Jones et al., (1965), citado por George (18).

Existen varios productos de PVP que difieren en cuanto a su peso molecular, los cuales son utilizados
para prevenir el ennegrecimiento (Muerte de células por excesiva acumulacibn de compuestos
fendlicos) de cultivo de tejidos, ya sea que se utilice como un enjuague de los explantes o adicionandolo

directamente al medio nutritivo. George, (18).

3.1.7 Medios méas comunes utilizados para el cultivo de tejidos vegetales

Entre los medios mas comunes utilizados para el cultivo de tejidos vegetales, Calderén (9), manifiesta

que se

encuentra el Medio basico de Murashige y Skoog (cuadro 21A.), el cual se empleo primero para el

cultivo de callo de tabaco, pero se ha usado con amplitud para otros cultivos de tejidos; El Medio rico en sales

de Murashige fue desarrollado para producir un crecimiento maximo de callo de tabaco, pero para ciertos tipos

de tejidos es posible que tenga una concentracién de sales muy elevada; EI Medio de White primero fue

desarrollado para cultivo de raices y se ha empleado para cultivos de rutina de muchos tejidos vegetales. En

ocasiones se ha modificado para plantas especificas y se ha complementado con materiales organicos

adicionales; El Medio de solucion Knudson es un medio que se emplea mucho para semillas de orquideas y en

cultivos

de puntas de ramas; El medio Knop fue desarrollado primero en 1865 pero han sido modificado por

varios otros. Este Ultimo también es (til para hacer crecer embriones.

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Origen del persimon

Standley y Williams (39), Cruz Muz (10) y AGEXPRONT (1), indican que éste arbol es originario de Asia,

China y Japén. Adaptado a las regiones calidas y templadas, donde sus frutos son consumidos en fresco o

deshidratados. Constituyen un importante recurso alimenticio, puesto que contiene en estado fresco y maduros

66% de

citricos.

agua y 32% de azucares. Por otra parte, su contenido en vitamina C se considera equivalente al de los
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3.2.2 Clasificaciéon botanica

Reino: Plantae.

Subreino: Embrobionta.

Division: Magnoliphyta.

Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Dillenidae.

Orden: Ebenales.

Familia: Ebenaceae. (Jones (26)).
Género: Diospyros.

Especie: Diospyros kaki Linn.

Nombre comin:  Persimén y Kaki. (Standley y Williams (39)).
Otros nombres:  Loto del Japdn, Palo Santo, Plaquiminier, Persimoneu o Dattelpflaume, Date

Plum, Lucua, Placa de minero y Kakixeiro. Cruz Muz (10) y AGEXPRONT (1).

3.2.3 Descripcién botanicas del genero Diospyros

A. Habito

Segun Standley y Williams (39), son arboles o arbustos, didicos o raramente poligamodioicos. Cruz (10) y
AGEXPRONT (1), indican que presenta un crecimiento lento, con el tronco corto, torcido, de 12-35 cm. de

diametro y de corona profusamente ramificada.
B. Ubicacién
Cruz (10) y AGEXPRONT (1), indican que en Guatemala es cultivado en altitudes de 1,300 a 2,500
msnm. como en el caso de Antigua Guatemala, Panajachel y Coban.

C. Altura

Segun, Cruz (10) y AGEXPRONT (1), los arboles aislados llegan a alcanzar con facilidades de 3-15 m de
altura y en algunos casos hasta los 16 metros, aunque al principio su crecimiento es algo lento, pasando los tres
0 cuatro afios comienza a fructificar y desarrollar con normalidad. La plena produccion alcanza a los 15-20 afios

Yy no es raro encontrar arboles aislados de méas de 50 afios que dan abundantes producciones.

D. Caracteristicas del tallo

El tallo es ligeramente angular en el principio, de color verde palido y pubescentes, volviéndose pronto

redondeado de color café o gris y con lenticelas diseminadas. Cruz (10) y AGEXPRONT (1).
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E. Caracteristicas de la hoja

Las hojas son disticas, alternas, de peciolo corto, ovalado-orbiculares o elipticas, rara vez ovalado-
oblongas o lanceoladas; la base esta contraida en el peciolo, el apice es obtuso o redondeado y corto-
acuminado, entero estando con frecuencia los margenes enrollados hacia adentro para presentar una
apariencia deprimida de copa, es delgada al principio, mas tarde coriacea, de color verde oscuro, brillantes y
pubescente (formando barras en la vena media) en el haz; de color verde palido y pubescente al principio,
volviéndose mas tarde lisa, en el envés, de 5-25 cm de largo, 2.5-15 cm de ancho, pinatinervada o de 3 a 6
nervaduras en la base, las venas laterales son de 5 a 7 pares, arqueandose cerca del margen, las venas

reticuladas son numerosas, visibles en ambas superficies y transparentes, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

El peciolo es redondeado en su mitad, aplanado y ancho en el lado interior, pubescente, de color verde,

aplanado y de 0.5-3 cm de largo.

F. Caracteristicas de la flor

Gadner, et al.,, (17), manifiestan que las flores pueden ser pistiladas, estaminadas ¢ pistiladas y
estaminadas, dependiendo de la especie. Standley y Williams (39), indica que posee flores pequefias, las
cuales estan dispuestas en pequefias cimas axilares o laterales sobre ramas maduras, la inflorescencia algunas
veces reducidas a una sola flor, esta flor puede ser: Estaminada con 3 a varios estambres, éstos insertos en la
base de la corola o hipogineos, los filamentos variadamente libres; anteras linear-oblongas o lanceolodas,
usualmente deshiscentes por roturas laterales; y flores pistiladas usualmente con estaminodios, pero estos

menos que los estambres de la flor estaminada el ovario es cénico U oblongo, pubescente, con 1 a 4 estilos.

Cruz (10) y AGEXPRONT (1), indican que las flores masculinas estan unidas en cimas axilares, de 3

flores, de pedicelo corto, pequefias, colgantes, variables en cuanto a su tamafio y de 0.8-1.8 cm de largo;

Las flores femeninas generalmente, son solitarias en las axilas de las ramitas con hojas de la temporada
pasada o actual, tienen pedicelo y son colgantes; hay dos bracteas grandes, foliaceas, oblongo-lanceoladas, de
color verde, de 1.5-2.5 cm de largo y de 0.5 cm de ancho; el caliz es grande, campanulado, verde,
profundamente 4 lobado tomentoso o subgrablo en ambos lados, persistente y acrecenté después de la antesis,
de 2.5-4 cm de largo y de 3 a 6 cm de extensién, siendo los segmentos ampliamente semiorbiculares, la base
cortada, el apice obtuso y de copa de 2-2.5 c. de diametro, la corola es urceolada o tubular campanulada, de
color amarillo pélido o blanco amarillento, pubescente, partida en cuatro, mas o menos, a la mitad y de 2.5 a 4
cm cuando estd extendida, siendo el tubo tetragono, de 0.5-1 cm de diametro y los segmentos avalados u
ovalo-orbiculares, obtusos y de 1-1.5 cm de ancho, hay 8 6 16 estaminodios, cuando existen 8 son libres,
cuando son 16 se unen por pares, estando insertos en la base del tubo de la corola, cubiertos con pelos largos
blancos y de 0.7- 1 cm de largo; el ovario es cénico, comprimido tetragonalmente o angular de 8 celdas u glabro
0 pubescente en su base, siendo subulado en el estilo, pubescente, partido en cuatro hasta la mitad y los
estigmas son erectos. Cruz (10) y AGEXPRONT (2).

26



G. Caracteristicas del fruto
El fruto es de globoso-deprimido a ovoide, oblongo o cénico, y carnoso. Standley y Williams (39).

Cruz (10) y AGEXPRONT (1). Manifiestan que el fruto es de color verde amarillento, amarillo, anaranjado
0 rojo con mesocarpio dulce, fundible, y el cdliz frecuentemente es muy alargado, siendo el tubo aplanado,

engrosado y endurecido; los segmentos se extienden o estan retraidos.

Las variedades mas cultivadas son, generalmente, productores de flores femeninas por atrofia de los
estambre, lo que da lugar a fructificacién partenocépica, con las caracteristicas antes descritas, y, por tanto, sin
semillas. Es frecuente, pero no obstante encontrar dentro de la misma variedad frutos con alguna semilla, Cruz
(10) y AGEXPRONT (1)

De acuerdo con, Cruz (10) y AGEXPRONT (1), el fruto es una baya comestible con peso segun la
variedad. La forma, dependiendo también de la variedad. Con la madurez inicialmente es de color verde mas
claro que la hoja, que luego adquiere un color anaranjado. En la pulpa se distinguen, en una seccion
transversal, las 8 variedades ovaricas provistas de cada una de las semillas, cuando el 6évulo ha sido fecundado
en nimero de 1 a 8. Lo mas corriente es encontrar estos frutos totalmente sin semillas, siendo estos los mas

apreciados y de mejor calidad.

El fruto puede producirse via partenocarpia o por via sexual. La diferencia no puede apreciarse
exteriormente, pero si internamente cuando al partirlo se comprueba la existencia o ausencia de semilla. Los
frutos producidos por partenocarpia tienen la pulpa y envainadura de color rojizo mas o menos claro, muy rica
en taninos, lo cual se produce un sabor aspero y astringente. No son comestibles hasta después de haber
pasado un periodo de madurez que da a los frutos una consistencia blanda y un sabor muy dulce. En este caso

se encuentra la mayor parte de las variedades cultivadas, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

H. Caracteristicas de la semilla
La semilla es oblonga, con una testa usualmente lustrosa y endospermo entero, Standley y Williams (39).

Segun Cruz (10) y AGEXPRONT (1), las semillas con frecuencia son abortivas; cuando estan presentes,

son de 6 a 8 y aplanadas de un lado, ademas el albumen es uniforme.

3.2.4 Requerimientos climaticos y edéaficos del cultivo

Cruz (10) y AGEXPRONT (1), indican que como se trata de un &rbol rustico que se adapta a toda clase
de suelos, ligeros, franco-arenosos o franco-arcillo-calcareos. Su sistema radicular de gran penetraciéon y
expansion, le permite explorar en los suelos mas profundos. Es méas propio de tierras de regadio, pero se
adapta bien a la de secano mientras sean humedas y profundas, ademas, necesita una penetracion media
superior a 70 mm. El arbol es resistente a las bajas temperaturas, por tener frutos de maduracion otofial, y muy
sensibles al frio, conociendo que dicho cultivo tolera heladas suaves donde las temperaturas deben oscilar

entre los 5y 25 °C, por ello los climas templados mas o menos calurosos son los més favorables.
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Los terrenos excesivamente humedos son los menos apropiados para este cultivo. En plantaciones
asociadas con naranjo y hortalizas se observa una gran caida de los frutos jévenes, que llega a producir
aclareos excesivos. Esta caida de frutos se produce en junio y julio, habiéndose comprobado que es mas
intensa después de riegos abundantes, por lo que estos deben espaciarse todo lo posible y evitar que el terreno
guede con exceso de humedad, sobre todo en suelos arcillosos, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

3.2.5 Requerimientos nutricionales

Para una adecuada fertilizacién del cultivo es indispensable realizar un muestreo de suelos, conocer la
edad del arbol, y los requerimientos nutricionales del persimén (cuadro 1), asi como también los resultados del

analisis foliar, ya que cada finca presenta variantes en su condicién particular, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

Cuadro 1: Requerimientos nutricionales del cultivo de persimén, para una densidad de 400 arboles/ha con una
edad promedio de 7 afios.

Absorcién de nutrientes en Kg/ha/afo.
Produccion por hectéarea. N P,Os | K,O Mg B Zn S
19.5T™M 140 99 199 23 3 2 42

Fuente: DISAGRO Y FAUSAC (1999), citado por AGEXPRONT (1).

Cave destacar que el analisis foliar es una fuente indicadora de que nutrientes aplicados y presentes en
el suelo estan absorbidos por los arboles, sin embargo se debe hacer una comparacion con el rango optimo de
elementos de andlisis foliares (cuadro 2), para realizar las enmiendas necesarias al cultivo, Cruz (10) y
AGEXPRONT (1).

Cuadro 2: Rango éptimo de elementos en los analisis foliares en cultivo de persimén.

Elementos Proporciones
Macronutrientes Porcentaje
Nitrégeno (N) 1.75-2.50
Foésforo (P) 0.10-0.25
Potasio (K) 2.25-4.50
Calcio (Ca) 1.25-3.30
Magnesio (Mg) 0.18 - 0.50
Azufre (S) 0.20 - 0.45
Micronutrientes ppm
Hierro (Fe) 50 — 150
Manganeso (Mn) 200 — 1000
Boro (B) 45 -100
Cobre (Cu) 1.0-10
Zinc (Zn) 5.0-45

Fuente: Mills, HA; y Jones JB (1996), citado por AGEXPRONT (1).
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3.2.6 Tipos de patrones

Cruz (10), indica que dos son los patrones o porta injertos mas empleados en el persimén: el procedente
de las semillas de los frutos comestibles y el de las semillas de D. Lotus o D. Virginiana. El primero, que
podemos denominar como franco, al proceder de semilla de persimén tiene escasa importancia y es de empleo
muy reducido, ya que la germinacién de tal sé milla es defectuosa o no es viable y al mismo tiempo da lugar a
patrones poco vigorosos, por lo que las plantas que sobre estos se injertan, adquieren poco desarrollo y son

muy irregulares.

Cruz (10), indica que el patrén mas comunmente empleado y que proporciona las mejores caracteristicas,
es el procedente de semillas de D. Lotus, de germinacion mas regular. En Italia, el D. Lotus es el porta injerto
mas empleado, mientras que en Estados Unidos se emplea principalmente D. Virginiana. Carbo Gémez citado
por Cruz (10), propone que los semilleros se hagan al principio del verano, en densidades de siembra muy

pequefias. Llegado el invierno se pasan a trasplante al vivero y en marzo ya pueden injertarse.

3.2.7 Propagacién

Segun Cruz (10) y AGEXPRONT (1), la propagacion se hace por medio de chupones (brotes) de la raiz, o
injertos. Estos Ultimos se pueden realizar en cualquier época del afio utilizando patrones de persimon

americano (D. Virginiana).

Los injertos o las plantas de semillas son dificiles de trasplantar debido a que cuentan con una raiz
pivotante larga, por lo tanto debe empezarse temprano el trasplante al terreno definitivo, con la poda siguiente y
limitada a remover la madera muerta y ramas entrecruzadas. Otro de los factores importantes es que los
arboles jovenes, necesitan cantidades abundantes de fertilizantes en su base, obteniendo un crecimiento

adecuado y reducir al minimo la competencia vegetal. Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

A. Injerto

AGEXPRONT (1), indica que si se emplea uno u otro injerto, es necesario recurrir al injerto como medio
de propagar las caracteristicas varietales. El injerto tradicionalmente se realiza por el método de hendidura
simple. Para ello se poda el patron, a unos 5 cm. sobre del suelo, colocando una sola plda con dos o tres yemas
sobre la abertura practicada en la cabeza del patron. Posteriormente se ata con nailon y se cubre la zona del

injerto con cera o algln tipo de cinta aislante.

Cruz (10) y AGEXPRONT (1), manifiestan que el injerto de escudéte se practica muy poco, aunque
puede realizarse procurando retrasar su ejecucion hasta septiembre, cuando ya ha comenzado el descenso de
la savia. Si se injerta de escudéte cuando no hay plena actividad de savia, se corre el riesgo, de producirse un

ahogo de las yemas por un exceso de afluencia de savia.

Cruz (10) y AGEXPRONT (1), indican que después de tres o cuatro afios del injerto, las plantas empiezan
a cargarse de fruta y esta produccion continua durante casi toda la vida de la planta. Por esa extraordinaria
cantidad de fruta, las ramas de la base se pliegan y entonces es ventajoso un despuntado de las ramas

superiores, para mantener la planta en equilibrio, disminuyendo la produccién.
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Se injerta de pua o hendidura en el principio de verano (Sacatepéquez), o de escudéte en la misma
época, utilizando yemas procedentes de ramas de madera de los afios anteriores cortados en invierno y
conservados. También se utilizan el sistema de yema, procedente de ramas de madera del mismo afio, a fin del

verano, Cruz (10).

Cruz (10), menciona que también se propaga por chupones e injertos de yema de otro tipo. Se puede
usar como patrones el nispero americano o el nispero asiatico (D. Lotus). Este se prefiere para areas secas,
aunque en California prefieren el D. kaki. Para hacer el injerto de yema, las plantulaza se colocan en bolsas de
polietileno o se envuelven. La plantacién se hace en el terreno, con una separacion de 7.5 por 7.5 metros. Y las

mejores variedades empiezan a fructificar en 3 6 4 afios.

B. Variedades

De acuerdo con Cruz (10) y AGEXPRONT (1), por ser una especie poco estudiada, y ha la que sé a
prestado poca atencién a la hora de denominar las variedades, existe gran confusién, no solo entre los
agricultores, si no también en autores y viveristas. Si a esto unimos la dificil pronunciaciéon de los nombres
orientales de la mayoria de las variedades, comprendemos por que cada agricultor les da en cada zona unos

nombres distintos y peculiares.

Cruz (10) y AGEXPRONT (1), Hacen mencion que las cuatro variedades mas difundidas y mejor

diferenciadas por la forma se sus frutos son:

Hachiya: es la mas cultivada, por su magnifica calidad (Resistencia al transporte y a los ataques de
mosca del mediterraneo Cetatitis capitata, coloracion anaranjada uniforme y didmetro de 8 a 10 cm.). Se conoce

en muchos lugares con el nombre de “tomatero” por su forma perecida al tomate, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

Toyama: Llamado vulgar mente “gordo, por su gran tamafio, bastante mas grueso que el tomatero, es
menos resistente al transporte y muy afectado por los ataques de Cetatitis. La recoleccidén de esta variedad
comienza a mediados de septiembre. Es la menos apreciada de las cuatro variedades que describimos, Cruz
(10) y AGEXPRONT (2).

Kostata: Llamado también “picudo”, por su forma puntiaguda o trompo. Resiste también al transporte,
pero en ocasiones se desprende del arbol antes de llegar a la recoleccidon que viene a realizarse en la segunda

quincena de septiembre o primeros de octubre, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

Diospyros de frutos pequefios: Pertenecen a las dos especies Diospyros Lotus y Diospyros Virginiana
que proceden del Asia Menor. Sirven de porta injerto a las otras especies de frutos comestibles. Se multiplica
por semilla en los meses de febrero o marzo, Cruz (10) y AGEXPRONT (1).

3.2.8 Enfermedades

Dentro de las enfermedades que atacan al cultivo de persimoén se encuentran las que mencionamos en el
cuadro 3, en el cual se detallan los sintomas y signos de las enfermedades, asi como su control cultural y

quimico.
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Cuadro 3: Principales enfermedades fungosas que atacan al cultivo de persimén, AGEXPRONT (1) e Infoagro

(23).
Agente Sintomas y signos Control cultural Control quimico
causal
Cercospora Ataca hojas, e inicia con manchas de | Regulacién de entrada de luz, control | Aspersiones con funguicidas protectantes
. forma circular con didmetros de 2 a 6 mm | adecuado de malezas, densidad de | como Oxicloruro de cobre en dosis de 2 a
d|03pry cooke. y coloracién blanco grisaceo en el haz y | siembray fertilizacion adecuada. 2.5 kg/ha.
negrusco en el envés. Al unirse, secan
las hojas y es mas severa a principios de
las lluvias y con mas intensidad durante
las mismas.
Gomosis Se presenta en la corteza del tronco, | Evitar heridas al arbol, realizar una | Aplicar con una brocha en la herida una
corteza de la raiz y ramas bajas. El arbol | poda adecuada, y control de malezas | pasta con 0.5 kg de Oxicloruro de cobre
Phytopthora se debilita hasta que muere la corteza mas 2 kg de cal o yeso y con ambas hacer
P progresivamente y  facilmente  se una mezcla pastosa.
parasitica. descascara.
Fumagina Se caracteriza por la formacion de una | Control adecuado de malezas que | Aplicacion de insecticidas sistémicos,
. pelicula fina de polvo negro que cubre la | sirvan como hospedantes de | especificos para insectos chupadores
Capnod|um hoja, ramas y frutos. Es provocado por la | insectos chupadores. Oxidementon metil.
s presencia de insectos chupadores, ya
p. que el hongo se desarrolla en los
azucares defecados por los insectos.
Antracnosis Son manchas acuosas hundidas en forma | No se debe sembrar en suelos con | Aplicacién de Oxicloruro de cobre a razén
L de anillos concéntricos café claro. mal drenaje, manejo adecuado de la | de 2 a 2.5 kg/ha.
Colletotrichum sombra y eliminar frutos dafiados
Sp.
Armillaria Se introduce entre la madera y la corteza La lucha contra A. Mellea se reduce | Es eficaz la lucha biolégica empleando
de las raices, practicamente inaccesible a | a arrancar y quemar los tocones y | Trichoderma viride debido a sus
mellea. la lucha quimica. raices de arboles enfermos, para | propiedades antagonistas respecto a A.
reducir el in6culo en el suelo; se | Mellea, ya que reducen el inicio y
debe limitar las aportaciones de | crecimiento de los rizomorfos subterrdneos
riego, evitar el exceso de humedad, | pero éste método de lucha ésta ligado al pH
reducir la materia organica y emplear | del suelo y a la persistencia de sustratos
abonos minerales. organicos que permitan un desarrollo de
otros  organismos  competidores  ya
instalados.

Fuente: Cruz (10) y AGEXPRONT (1).
3.2.9 Situacion actual de la comercializacion y precios en el mercado

Eligiendo una variedad productiva y resistente al transporte, como la Hachiya, se puede conseguir un
largo periodo de aprovechamiento en fresco desde su recoleccion, lo que constituye una gran ventaja para el
comerciante y consumidor, frente a la opinion que se tiene de este fruto, debido a las caracteristicas de otras
variedades existentes muy susceptibles a golpes y que han dado una idea errénea de ser un fruto de dificil
comercializacién y transporte, lo cual hace pensar a los agricultores y comerciantes no extender este cultivo,
Cruz (10). ElI mismo autor indica que es un fruto con gran cantidad de azucares y vitamina C, su sabor

excesivamente dulce y de consistencia blanda.

Benitez Coronado (6), en su articulo “Potencialidades agronémicas y econémicas de la produccién de
persimén en Guatemala”, hace referencia a los resultados realizados por la consultora canadiense GEOMAR-
MI, contratada para el efecto, determinando que el fruto de persimén (en fresco y deshidratado) tiene mercado
en Estados Unidos, Canada, Unién Europea, Mercado Asiatico y MERCOSUR. Por ende el persimén es uno de

los 10 nuevos cultivos que se pueden impulsar en nuestro pais.

Trabajos realizados por AGEXPRONT consideran éste fruto entre los 25 cultivos potenciales para
Guatemala, AGEXPRONT (1).
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El precio de la caja de 10 libras, en el mercado local (supermercados especialmente), oscila entre Q60.00
y Q80.00; ademas se tiene referencia de que en Inglaterra, el precio al publico, por cada fruta, es de US $2.00.

Benitez Coronado (6).

3.2.10 Zonas potenciales de produccidn en Guatemala

La AGEXPRONT (1), en la actualidad ha determinado que la produccién nacional no es significativa, ya
que son contados los productores que se dedican a producir persimén en pequefios huertos con calidad, sin
embargo, gracias a las condiciones agro-climaticas privilegiadas, en Guatemala existe un enorme potencial
agronomico para la produccion de este cultivo. Sobre todo en aquellas areas productoras ubicadas entre 1300 y
2500 msnm, donde seria posible producir persimén de alta calidad, de acuerdo a los requerimientos del

mercado internacional en cuanto a tamafio, color, sabor, etc.

Segun la AGEXPRONT (1), dentro de los departamentos con potencial para la produccion de persimoén
tenemos: Guatemala, Sacatepéquez, Chimaltenango, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Totonicapan, Solola,

Quetzaltenango y San Marcos. En el cuadro 4 se detalla esta informacion.

Cuadro 4: Zonas potenciales de produccién de persimén en Guatemala.

NUMERO DE AREA DE PRODUCCION ;’gégmgggﬁ
DEPARTAMENTOS PRODUCTORES DESTINADA A ESTE ESPERADO
INVOLUCRADOS CULTIVO (ha) (toneladas métricas)
Quetzaltenango 800 200 3,900.00
San Marcos 600 150 2,925.00
Quiché 280 70 1,365.00
Alta Verapaz 800 200 3,900.00
Baja Verapaz 400 100 1,950.00
Totonicapan 400 100 1,950.00
Sacatepéquez 300 75 1,462.50
Solola 300 75 1,462.50
Chimaltenango 300 75 1,462.50
Guatemala 200 50 975.00

Rendimiento promedio de 19.5 TM, tomado en base a costos de produccién por hectarea.
Fuente: Planes estratégicos de desarrollo, MAGA 1999 y Calculos GEOMAR/UPADI 2000, citado por AGEXPRONT (1).

3.2.11 Rendimiento del cultivo

La AGEXPRONT (1), da a conocer que los arboles de persimén comienzan a producir al tercer afio de
plantado, obteniéndose un minimo de 20 frutos por arbol, al cuarto afio se producen de 30 a 50 frutos promedio
y en los afios sucesivos aumenta la produccién a un promedio de 100 a 300 por arbol. Por ello los rendimientos
esperados pueden variar de 62.400 a 187.200 frutos/ha, equivalentes a 14 6 25 TM/ha, claro esta que estos
rendimientos dependen del lugar de siembra, las distancias y cuidado que se le de al cultivo. Los arboles méas

viejos tienden a producir grandes cosechas por su tamafio y pueden requerir el aclaréo de la fruta; ellos también
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pueden responder con altos rendimientos si las aplicaciones de fertilizantes son las adecuadas y asimiladas

eficientemente.

3.2.12 Antecedentes de micropropagacion en Diospyros kaki

Murayama, et al., (30), reportan haber tenido éxito en la propagacion in vitro de Persimén Japonés vr.
Hiratanenashi. En ésta investigacidn, utilizaron brotes axilares inactivos de arboles con méas de 50 afios de
edad. En el proceso de desinfestacion, reportan haber utilizado cloro al 1% mas 0.1% de Tween 20, durante 10
minutos, posteriormente se enjuagé 4 veces con agua estéril. Luego se disectaron explantes de 2 mm con la
ayuda de un estereoscopio, para ello se utilizaron las puntas de los retofios que contenian porciones apicales, y
éstos explantes fueron colocados individualmente en tubos de ensayo de 2.3 por 15 cm. conteniendo 20 ml. de

medio solidificado.

En dicha investigacion se evaluaron cinco medios nutritivos (M&S basico, M&S (¥2 NO3), Nitsch & Nitsch,
Lepoivre y WPM). Todos los medios fueron suplementados por separado con BAP en concentraciones de 4.4,
8.9,22.2,44.4y88.9 uMy 2iP 4.9, 9.8, 24.6, 49.3 y 98.5 UM, por un periodo de 40 dias, Murayama, et al., (30).

De lo anterior concluyeron que el medio nutritivo mas adecuado fue el M&S % NOj, seguido por WPM,
ademas las concentraciones mas adecuadas de citocininas para la induccion de brotes, en el caso de BAP fue
de 22.2uM (5 mg/L) la cual produjo un promedio de 7 brotes por explante y en el caso de 2iP, la concentracion
fue de 49.3uM (10 mg/L) produciendo Unicamente 3 brotes por explante. Ademas para la variable largo de tallo
de brote, la concentracién de la citocinina 2iP 24.6uM (5 mg/L), en promedio indujo un tallo de 1.5 cm. de alto y
la BAP en promedio Unicamente 0.8 cm. con una concentracién de 8.9uM (2 mg/L), Murayama, et al., (30).

Para la fase de enraizamiento reportan haber sumergido la base de los explantes de 2 cm. por unos
segundos en etanol al 50% y posteriormente 30 segundos en una solucién de IBA a 1.23uM (250 mg/L), para

luego seguir siendo cultivados en el M&S %2 NOj sin reguladores, Murayama, et al., (30).

Kupter (27), ésta investigacion fue basada en la metodologia utilizada por Murayama et al. (1986). Para
ello los apices del retofios fueron sometidos a un proceso de desinfestacion, en el cual se utilizo un lavado con

cloro y 5% de hipoclorito de sodio, con manosol y posteriormente se enjuago tres veces con agua destilada.

El establecimiento de los explantes se realiz6 en un medio modificado de M&S, con la mitad de
concentracion de NH;NO3; y KNO3, ademas suplementado con 0.1 mg/L de GAs, BAP o 2iP segun fue el caso,
Kupter (27).

En esta investigacion Kupter (27), report6é que avalué el medio “A” (M&S %2 NH4NO3; més 0.1 mg/L de GA;
y 1.0 mg/L de BAP) y el medio “B” (M&S % NH4NO;z; mas 0.1 mg/L de GAz y con 5mg/L de 2iP).

Dentro de los resultados que el mismo autor reportd, en ambos medios “A” y “B” se observo un efecto de
vitrificacion, necrosis y el crecimiento de los explantes con un alargamiento, pero en forma de roseton, estos

efectos de vitrificacién y necrosis no fue posible controlarlos con subcultivos frecuentes, Kupter (27).

Tetsumura, et al., (40), reportan haber utilizado la metodologia descrita por Murayama, et al., (1989),

utilizando brotes en estado de letargo, a los cuales se les extrajo como explante el meristemo de 2 mm
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aproximadamente. Se evaluaron 25 variedades bajo estrictas condiciones de asepsia y se sembraron en el
medio de M&S % N (la mitad de la concentracion de NH;NO3; y KNO3). Después de que las variedades se
fijaron al medio, estas fueron trasferidas durante tres veces con 22.2 uM de BAP o 25 uM de 2ip. En éste
experimento se trato de establecer un efecto entre las dos citocininas utilizadas para la multiplicacién y
elongacién de brote. Posteriormente después que los brotes tenian un tamafio adecuado (8 a 26 mm), luego de
ser transferidos a un medio con Zeatina 10 uM, estos fueron sumergidos en una solucion de 1.23 uM IBA y se
sembraron en el medio M&S % N sin hormonas, se trato de inducir la proliferacién de raiz en la oscuridad
durante 10 dias. Las condiciones del experimento tenian una temperatura de 28 °C, con un fotoperiodo de 16

horas luz, el medio contenia 3% de sacarosa y 0.8% de agar.

Segun los resultados de este experimento, Tetsunura et al., (40) reporta que se lograron establecer 23
variedades de 25, utilizando zeatina a 10 uM. Las variedades llamadas “kodagosyo” y “Kousyuhyakumome” no
se logro establecer en el medio con BAP, ni zeatina. En el caso de BA y 2iP (nicamente se establecieron 8
variedades de las 25 evaluadas, las cuales fueron Hazegosho, Hiratanenashi, Jiro, Kakiyamagaki, Kurogaki,
Metogaki, Mushirodagosho y Nagara.

Segun lo demuestra Tetsunura, et al., (40), el efecto de las citocininas es muy evidente, ya que con las
variedades establecidas con BAP el nimero de brotes se incremento unas 4 6 5 veces en comparacion a los
establecidos con zeatina, sin embargo existe una mayor elongacion en las variedades establecidas con zeatina

en comparacion a las establecidas con BAP.
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4.1

4. OBJETIVOS

GENERAL

4.1.1 Estudiar la respuesta del Persimon Diospyros kaki L. Var. Hachiya al cultivo de tejidos in vitro.

4.2

421

42.2

4.2.3

4.2.4

ESPECIFICOS.

Encontrar un periodo de exposicién a la solucién desinfestante y concentracién de hipoclorito de sodio

gue no provoque dafio a los explantes de Persimon Diospyros kaki L. Var. Hachiya.

Determinar la concentracién de antioxidantes, absorbentes y modificaciones del medio nutritivo basico
Murashige y Skoog, que controlen la oxidacion y necrosis de explantes de Persimén Diospyros kaki L.
Var. Hachiya.

Establecer la concentracién de 6-bencilaminopurina que permita la inducciéon de brotes de Persimén
Diospyros kaki L. Var. Hachiya.

Determinar la concentraciéon de acido indolbutirico 6 acido indolacético que permita la induccién de

raices en brotes de Persimdn Diospyros kaki L. Var. Hachiya.
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51

52

53

54

5. HIPOTESIS

Es factible que en un periodo de exposicion a la solucién desinfestante y concentracion de hipoclorito de
sodio no provoque dafios al explante de Persimén Diospyros kaki L. Var. Hachiya en el proceso de

desinfestacion.

Mediante el manejo de las concentraciones de antioxidante, absorbentes o modificacion del medio béasico
Murashige y Skoog se controlan la oxidacion y necrosis de los explantes de Persimén Diospyros kaki L.
Var. Hachiya.

Es factible que una de las concentraciones de 6-bencilaminopurina permita la induccién de brotes de

persimén var. Hachiya.

Es posible que una de las concentraciones de acido indolbutirico 6 acido indolacético permita la induccion

de raices en brotes de persimén var. Hachiya.
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6. METODOLOGIA

El trabajo de investigacién se realizd en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. El laboratorio se encuentra ubicado en el sal6n C-
16, tercer nivel del edificio T-8, en la ciudad universitaria, zona 12 de la Ciudad de Guatemala. El laboratorio

cuenta con instalaciones, equipo condiciones de luz, temperatura y un aislamiento adecuado.

En el desarrollo de ésta investigacion se tomaron en cuenta aspectos como la sanidad, tipo y época en
que se colecto el material vegetal (explante), asi como también, la evaluacién del medio reportado como el mas
idéneo para este cultivo; para contrarrestar la oxidacién y necrosis del explante se valuaron antioxidantes y
absorbentes; posteriormente se someti6é a evaluacion diferentes concentraciones de citocininas y auxinas para

induccion de brotes y enraizamiento respectivamente. Los procesos indicados se organizaron en cinco fases.
6.1 FASES DE LA INVESTIGACION

6.1.1 Fase 0: Selecciéon y preparaciéon de la planta madre

El material vegetal que se utilizg, provino de plantaciones de Diospyros kaki L. variedad Hachiya, de 8
afios de edad, existentes en la localidad de San Bartolomé Milpas Altas, Sacatepéquez. El material recolectado
fue del arbol mas sobresaliente en rendimiento, vigorosidad y tolerancia a enfermedades, tamafio y color de
fruto (figura 2a).

Para garantizar la sanidad del &rbol, fue indispensable el aislamiento del mismo, 3 meses previos a la
obtencién de explantes. Para dicho aislamiento se utilizé plastico para invernadero (figura 2b), ademas se

realizaron aplicaciones de fungicidas preventivos y curativos de accién por contacto y sistémico.

01/10/2003

Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 2: Arbol y fruto de persimén Var. Hachiya. a) Fruto que produce el arbol seleccionado como el material
mas sobresaliente de la plantacion de persimén variedad Hachiya localizado en San Bartolomé Milpas
Altas Sacatepéquez. c) Arbol aislado con plastico de invernadero, para garantizar la sanidad de los
explantes que se utilizaron en la investigacion.
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6.1.2 Fase I: Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

Esta fase de la investigacion dio comienzo con la colecta del material. Inicialmente el material colectado

fue lavado con agua y detergente, con el objetivo de eliminar particulas adheridas al material

A. Tratamientos

Se realizaron tres tratamientos los cuales consistieron en 12, 6 y 3 horas de exposicion de explantes a
una solucién desinfestante, realizandose para ello el sumergimiento del material en una solucién de fungicida
(bencimidazol-benomil) al 0.1%, bactericida (sulfato de cobre pentahidratado) al 0.15% y acido citrico a 0.4%,

por periodos de 12, 6 y 3 horas tiempo en el cual también fue trasladado a las instalaciones del laboratorio.

Posteriormente se realiz6é la desinfestacion bajo condiciones de asepsia, en la cual se evaluaron tres

concentraciones de hipoclorito de sodio utilizando para ello el procedimiento descrito en el la figura 3.

Los explantes se lavaron tres veces con agua desmineralizada y esterilizada, para eliminar
los residuos de la solucién de fungicidas y bactericidas.

A

[ Los explantes fueron sumergidos durante 2 mi

nutos en una solucién de alcohol etilico al 70% ]

Y

Y

Y

Los explantes se sumergieron durante 5
minutos en una solucién de cloro al
0.30%

Los explantes se sumergieron durante 5
minutos en una solucién de cloro al
0.40%

Los explantes se sumergieron durante 5
minutos en una solucién de cloro al
0.50%

y

Se realizaron 5 lavados con agua
desmineralizada.

'

Y

Se realizaron 5 lavados con
agua desmineralizada.

y

Se realizaron 5 lavados con
agua desmineralizada.

Se dejaron reposar en una solucién de
acido citrico a 100 ppm

I

Se dejaron reposar en una solucién de
acido citrico a 100 ppm

I

Se dejaron reposar en una solucién de
&cido citrico a 100 ppm

|

y

y

y

[ El tiempo que se dejo en &cido citrico dependi6 del tiempo utilizado en la siembra de los explantes a los medios de cultivo. ]

Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.
Figura 3:

Procedimientos utilizados en la desinfestacién, para observar el dafio causado a los explantes por las

diferentes concentraciones diluidas de cloro y determinar la concentracion mas viable.

Los resultados fueron observados durante el transcurso en que los explantes se sumergieron en la

solucién diluida de cloro, hasta finalizar el proceso de desinfestacion.

B. Unidad experimental

La unidad experimental consistié en un explante el cual presentaba un tallo de aproximadamente 2 cm de

largo con una yema lateral Figura 4d.
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Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 4: Yemas de Persim6n var. Hachiya en sus diferentes fases de desarrollo. a) Yema en estado de
dormancia. Se utilizé como explante apices axilares (meristemo de aproximadamente 1 a 2 mm y 2
primordios foliares), éste material puede colectarse durante julio a enero. b) Yema que termina su
estado de dormancia y empieza con el crecimiento anual. Se utiliz6 como explante, el apice y 4 a 5
primordios foliares. Este material puede recolectarse durante febrero y primeras semanas de marzo. c)
Yemas en pleno crecimiento anual. No utilizado por lo sensible al proceso de desinfestacién y elevado
porcentaje de oxidacién. d) Yema que ha terminado su crecimiento anual. Se utilizé6 como explante una
yema y aproximadamente 1 cm de tallo. Este material puede colectarse de abiril a junio.

C. Variables de respuesta
Las variables de respuesta que se evaluaron en esta fase de la investigacion son las siguientes.
a). Dafio causado en la superficie de los explantes.

b). Cambio de coloracién de explantes

D. Analisis de lainformacion

La informacion de ésta fase de la investigacion se analizé utilizando estadistica descriptiva, la cual nos

permite describir y comprar, detallando cada uno de los resultados de las variables evaluadas.

E. Presentaciéon de resultados

Los resultados obtenidos se reportan recalcando el tratamiento que indujo un mayor control de dafios

causados a los explantes por la exposicién de desinfectantes.

6.1.3 Fase Il: Control de oscurecimiento oxidativo y muerte del explante

Segun la literatura citada, los trabajos realizados en la micropropagacion de diferentes variedades de
persimén, Unicamente Kupter (27), reporta problemas de oxidacion vy vitrificacion, utilizando la transferencia a
nuevos medios como método para minimizar dichos problemas, sin embargo, reporta que estos problemas de
oxidacion y vitrificacién continuaron pese a las transferencias. Trabajos realizados por Murayama, et al., (30) y
Tetsumura, et al., (40), no se reportan problemas de oxidacion y muerte del explante, utilizando el medio basico
M&S (reduciendo a la mitad su concentracién de sales), por ende, ninguna metodologia que pueda ser utilizada

como punto de partida, para evaluar el comportamiento de la variedad Hachiya. Sin embargo al realizar la
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siembra de los explantes en el medio de cultivo (yemas con un centimetro de tallo), se observo que el material

al cabo de dos o tres dias moria.

A. Tratamientos

Con el proposito de minimizar y contrarrestar la muerte de los explantes, se evaluaron productos

antioxidantes como acido citrico y L-cisteina (cuadro 5).

Cuadro 5: Concentraciones de antioxidantes como acido citrico y L-cisteina evaluados para contrarrestar la
muerte de explantes (yemas con un centimetro de tallo).

Tratamientos Acido citrico (ppm) L-cisteina (ppm)

T1 0 0

T2 50% 0

T3 100*° 0

T4 150 0

T5 0 50

T6 0 100%*

T7 0 150%°

& Calderon (9).
® George (18).

¢ Mak Milan Cruz. 2003. Concentraciones de acido citrico y L-cisteina (entrevista). FAUSAC.

Al observar que el efecto de los antioxidantes fue similar al testigo, se evaluaron Carbon activado y
Polivynylpyrrolidone (cuadro 6) absorbentes y dispersantes que seguin Sierra, et al., (36), se han obtenido

resultados satisfactorios en diversos cultivos.

Cuadro 6: Concentraciones de absorbentes como Carb6n activado y Polivynylpyrrolidone evaluados para
contrarrestar la muerte de explantes (yemas con un centimetro de tallo).
Tratamientos Carbon activado (CA) Polivynylpyrrolidone
ppm. (PVP) ppm.
T1 0 0
T2 5000% 0
T3 10000 0
T4 15000 * 0
T5 0 300¢
T6 0 600°
T7 0 900°
T8 0 1000°
T9 0 3000
T10 0 6000°

¢ Mak Milan Cruz. 2003. Concentraciones de CA y PVP (entrevista). FAUSAC.

¢ Cabrera Morales (8)
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Observando que el efecto de los absorbentes fue similar al testigo, con excepcion de los tratamientos de
PVP, donde la muerte del explante se retrasé por algunos dias en las 6 dosis evaluadas, se procedié a evaluar
el comportamiento del medio basico M&S en estado liquido (reducido a la mitad de la concentraciéon de sales),
utilizando puentes de papel filtro, asi como la dosis minima 300 ppm de PVP (Cuadro 7).
Cuadro 7: Evaluacion de medio M&S, eliminando el agente solidificante (agar), para obtener un medio liquido y

para limitar el contacto del explante (yemas con un centimetro de tallo) con el medio nutritivo, utilizando
puentes de papel filtro.

Tratamientos Polivynylpyrrolidone
(PVP) (ppm)
T1 0
T2 300'

f Concentracién determinada como la mas adecuada, en funcién de costo de reactivo y
efectividad de la concentracién minima o maxima evaluadas con anterioridad
en medios solidos.
La muerte del explante en medios liquidos fue retrasada por el lapso de un mes. Presentando menor

porcentaje de oxidacion el medio liquido con PVP, en comparacion al testigo.

Posteriormente se evalué el medio basico M&S al 100, 75, 50, 25 y 0% de concentraciéon de todos sus

componentes, adicionando dos diferentes concentraciones de PVP (cuadro 8).

Cuadro 8: Diferentes concentraciones del medio basico M&S y dos dosis diferentes de PVP. Utilizando como
explantes yemas con 1 cm de tallo.

Tratamientos M&S Polivynylpyrrolidone
(Porcentaje) (PVP) (ppm)

T1 0 0

T2 25 0

T3 50 0

T4 75 0

T5 100 0

T6 0 300
T7 25 300
T8 50 300
T9 75 300
T10 100 300
T11 0 600
T12 25 600
T13 50 600
T14 75 600
T15 100 600

Al observar las distintas concentraciones del medio, se puedo observar que al aumentar las

concentraciones del medio M&S la muerte del explante era mas evidente y agresiva.
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Basandose en los anteriores ensayos e informacién recabada por Encinas (13) y George (18), donde
afirman que no todos los cultivos son tolerantes a las altas concentraciones de los componentes del medio
nutritivo, se optd por modificar el medio basico M&S. Ya que las investigaciones realizadas por Murayama, et
al., al evaluar los cinco medios nutritivos (M&S basico, M&S (2 NO3), Nitsch & Nitsch, Lepoivre y WPM),
determind que el medio mas adecuado fue el M&S (Y2 NO3), seguido por el medio WPM.

Para poder realizar éstas modificaciones a las concentraciones de los diferentes componentes utilizados
en este medio, fue indispensable conocer los requerimientos nutricionales del cultivo, asi como las

concentraciones y rangos 6ptimos de elementos en andlisis foliares del persimén (cuadro 2).

La modificacién del medio basico M&S (Cuadro 21A) al nuevo medio M&S modificado al cual se opté por
identificarlo con el nombre “M&S béasico modificado” (Cuadro 22A). Este nuevo medio solucion6 los
problemas de muerte del explante, estableciéndose un medio especifico, el cual proporcioné a los explantes

una concentracion y proporcion adecuada de macro y micro nutrientes para este cultivo en especifico.

La concentraciones de los componentes del medios basico M&S fueron ajustadas (Cuadro 23A), de tal
manera que los elementos nutritivos se encontraran en el rango optimo (figuras 15A y 16A), el cual fuese
tolerado por el tamafio del explante. Sabiendo que los analisis foliares, son trabajados en base a peso seco, y el
rango optimo de elementos establecidos en analisis foliares se expresan, para el caso de los macro nutrientes
en porcentajes P/P. En la siguiente ecuacion de muestran los célculos para determinar las ppm del rango de
nitrégeno del cuadro 2, el cual indica las proporciones minimas y maximas reportadas en los analisis foliares
indicadores del rango 6ptimo de elementos.

ppm = %Vxl0,000 _ 1.75 mg N X1000 mg ><1000 ar _ 17,500 mg N 17,500 ppm de N
p 100 mg PBS ar kg kg PBS

Luego de obtener las ppm minimas de N en base a peso seco (PBS), se calculé las ppm minimas de N
que deberia contener un litro de medio “M&S basico modificado”. El siguiente paso, fue calcular las ppm

minimas y maximas de cala elemento para un litro de medio nutritivo, utilizando la siguiente ecuacion:

mg minimode N 17500 mg N 1kg 0.024475 gr PBS 100 Explantes 42.8312 ppm minimo de N
litrodemedio =~ kg PBS x 1000gr x 1Explante " 1 Litro de Soluci6n litrro de medio

Estos calculos se realizaron para cada uno de los elementos reportados en el cuadro 2. El siguiente paso
fue establecer un valor intermedio de cada rango de elementos. El valor encontrado para el caso del Nitrégeno
fue de 52.009375 mg N/It de medio. De los célculos que se presentan en el Cuadro 23A, se obtuvo la sumatoria
de los gramos de N (como elemento) de todos los compuestos o reactivos utilizados para la elaboracién del
medio, y se comparo con los 52.009375 ppm de Nitrégeno. Para obtener un valor aproximado, se modificaron
segln fuese necesario las concentraciones que se utilizarian en el medio, colocando especial énfasis en que la
sumatoria de mg de los elementos aportados por los compuestos, se lograran acoplar al rango establecido. Los
resultados de estos calculos se efectuaron con la ayuda de una hoja electrénica (Excel, versién XP), los cuales
se presentan en el Cuadro 23A y las figuras 16A y 17A, obteniendo como resultado el medio “M&S bésico

modificado” descrito en el Cuadro 22A.
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El tipo y época de colecta de explante, fue determinante en esta fase ya que con el nuevo medio “M&S
basico modificado” y el medio basico M&S se evaluaron yemas en estado de dormancia (figura 3a), asi como
también yemas que han terminado su crecimiento anual (figura 3d), siendo las primeras las que presentaron

una respuesta favorable.

La respuesta de estas pruebas y tratamientos fue observada por un periodo de 1 a 30 dias, en el cuarto
de crecimiento, el cual cont6é con una temperatura aproximada de 24 °C, una intensidad de luz de 1000 a 3000

lux y un foto periodo de aproximadamente 16 horas luz y 8 de oscuridad.

B. Unidad experimental

Cada unidad experimental estaba constituida por un tubo de ensayo de 2 por 15 cm, conteniendo 5 ml de
medio nutritivo, y sus respectivas concentraciones de antioxidantes o absorbentes, segln el tratamiento al que
pertenecia. Asi como su respectivo explante el cual consisti6 en una yema y aproximadamente 1 cm de tallo,
esto para el caso de las yemas que han terminado su crecimiento anual, y en el caso de yemas en estado de
dormancia, el explante consistié en un 4pice de aproximadamente 1 a 2 mm, el cual contenia un meristemo y 2

primordios foliares.

C. \Variables de respuesta

Como variables de respuesta que se evaluaron en esta fase de la investigacion se encuentran las

siguientes:
a) Porcentaje de explantes oxidados.

b) Porcentaje de explantes vivos.

D. Anélisis delainformacion

La informacion se analizé utilizando estadistica descriptiva, en la cual se describe y comparan los
resultados de cada uno de los tratamiento obtenidos durante el transcurso de la investigacién e investigaciones
previas, lo que nos permitié seleccionar de una forma precisa, el tratamiento y modificaciones pertinentes que

indujeron un control sobre los factores que provocan toxicidad, oxidacién y muerte de los explantes.
E. Presentacidn de resultados
Los resultados obtenidos se reportan detallado los pasos mas relevantes sobre el control de las
reacciones de los compuestos fenélicos que activan la oxidacién y muerte de los explantes.

6.1.4 Fase lll: Induccién y crecimiento de brotes y callo

En ésta etapa se utiliz6 el medio nutritivo “M&S basico modificado” Cuadro 22A, adicionando el
absorbente PVP a 0.03% el cual elimind la muerte de los explantes por oxidacion en la fase II.

Los recipientes que se utilizaron fueron tubos de ensayo de 2 por 15 cm, 5 ml de medio soélido, 0.1 ppm

de acido giberélico, asi como sus respectivos concentraciones de bencilaminopurina.
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A. Tratamientos

Los reguladores que fueron sujetos a evaluacién fueron la citocinina 6-bencilaminopurina en
concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ppm. (Cuadro 9), ya que Murayama, et al., (30), Tetsumura, et al., (40) y
Kupter (27), reportan haber tenido resultados satisfactorios en diversas variedades de persimén al utilizar éste
regulador como el més apropiado para la induccién y crecimiento de brotes, reportando también una elevada

formacion de callo.

Cuadro 9: Diferentes concentraciones de Bencilaminopurina evaluadas para la induccién y crecimiento de brotes.

Reguladores
TRATAMIENTOS ppm de GA3° ppm de BAP n
T1 (testigo) 0.1 0.0
T2 0.1 2.0
T3 0.1 4.0
T4 0.1 6.0
T5 0.1 8.0
T6 0.1 10.0

9 Acido giberélico (giberelina)
" 6-bencilaminopurina (citocinina)

B. Unidad experimental

Cada unidad experimental estaba constituida por en un tubo de ensayo de 2 por 15 cm, conteniendo 5 ml
de medio nutritivo, y sus respectivas combinaciones de reguladores segun el tratamiento al que pertenecia. Asi
como su respectivo explante, el cual consistié en un 4pice de aproximadamente 1 a 2 mm de longitud, con dos

primordios foliares el cual se obtuvo de yemas apicales y axilares en estado de dormancia (figura 3a).

C. Variables de respuesta

a. Formacion de callo

El registro de la formacién de callo se realizé6 al momento de realizar el primer y segundo subcultivo,

observando las siguientes variables.
a). Presencia de callo.

b). Color del callo: en esta variable se registré el color del callo formado, el cual fue comparado con la

tabla de colores Munsell.

c). Textura del callo: en esta variable se tomo en cuenta el tamafio de los pequefios conglomerados de
células indiferenciadas, clasificandolas como fina (1 mm), mediana (2 mm) o gruesa (3 mm de

diametro).

d). Tamafio del callo: para ello se utiliz6 la escala de medicidon que se presenta en el cuadro 10.
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Cuadro 10: Escala de medicion de las diferentes categorias utilizadas en la medicion de tamafio de callos
producidos por explante (apice).

Categoria Tamafio de callo en mm
Pequefio 0.1a1.9mm
Mediano 20a2.9mm

Grande 3.0a3.9mm
Extra-grande 4.0a5.0mm

Fuente: Aspuaca Axpuac JA.
b. Crecimiento de brotes
a). Porcentaje de sobrevivencia.
b). Numero de brotes.
c). Tamafio del brote: para ello se utilizé la escala de medicién detalla en el cuadro 11.

Cuadro 11: Escala de medicion de las diferentes categorias utilizadas en la medicion de tamafio de brotes
producidos por explante (apice).

Categoria Tamafio de brote en mm
Pequefio 0.2a0.9 mm
Mediano 1.0a 1.9 mm
Grande 20a29mm

Extra-grande 3.0a4.0 mm

Fuente: Aspuaca Axpuac JA.

d). Calidad del brote: en este caso se observé el No. de nudos y No. de hojas.

D. Analisis de lainformacion

La informacién recabada en esta fase de la investigacion se analizé utilizando estadistica descriptiva
debido a la naturaleza de las variables de respuesta que en su mayoria son datos cualitativos. Para ello se
describe y compara detallando cada uno de los resultados de las variables evaluadas, y los resultados

obtenidos en investigaciones previas.
E. Presentacion de resultados
Los resultados obtenidos se reportan recalcando el tratamiento que indujo un mayor crecimiento de
brotes y callos.

6.1.5 Fase IV: Enraizamiento

Snir (37), indica que frutales como el melocotén y pera, presentaron mayor productividad cuando
crecieron con sus propias raices, que cuando eran injertados. Asi mismo menciona que el proceso de
enraizamiento en estas especies es dificil, motivo por el cual se debe investigar, ya que cada especie difiere en

comportamiento.
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Previo a la fase de enraizamiento, se propagé masivamente material vegetal, utilizando el tratamiento que
presento mayor crecimiento por explante evaluado en la fase de Ill. Esto con el propdsito de someter a
evaluacion de enraizamiento materiales con procedencia de concentracion de reguladores homogénea y no
incurrir en la obtencién de resultados alterados por la interaccién de las diferentes concentraciones de BAP

existentes en los diferentes tratamientos evaluados en la fase Il y las concentraciones a evaluar de la fase IV.

En ésta fase IV se utilizéd el mismo medio nutritivo “M&S béasico modificado” empleado en la fase lll, con la
salvedad de cambiar la citocinina (BAP) por una auxina, en este caso el acido indolbutirico (IBA) y/o acido
indolacético (AlA).

Los recipientes que se utilizaron fueron tubos de ensayo de 2 por 15 cm, con 5 ml de medio soélido, 0.1

ppm de GA; asi como sus respectivos concentraciones de IBA y/o AlA.

A. Tratamientos

Los reguladores sujetos a evaluacién fueron la auxina acido indolbutirico (IBA) en concentraciones de
0.0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 y 2.0 ppm (Cuadro 12), ya que Murayama, et al., (30), reportan haber tenido resultados
satisfactorios en persimén variedad Hiratanenashi, la auxina acido indolacético (AlA) en concentraciones de 0.0,

0.25, 0.50, 0.75, 1.0 y 2.0 ppm las cuales se presentan en el cuadro 12.

Cuadro 12:  Diferentes concentraciones de acido indolbutiico (IBA) y acido indolacético (AlA) evaluados para la
induccion de raices.

Reguladores del crecimiento
TRATAMIENTOS | mg/L de GA; mg/L de IBA mg/L de AIA
T1 (testigo) 0.1 0.0 0.0
T2 0.1 0.25 0.0
T3 0.1 0.50 0.0
T4 0.1 0.75 0.0
T5 0.1 1.0 0.0
T6 0.1 2.0 0.0
T7 0.1 0.0 0.25
T8 0.1 0.0 0.50
T9 0.1 0.0 0.75
T10 0.1 0.0 1.0
T11 0.1 0.0 2.0
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B. Unidad experimental

Cada unidad experimental estaba constituida por en un tubo de ensayo de 2 por 15 cm, conteniendo 5 ml
de medio nutritivo, sus respectivas combinaciones de reguladores y un brote de aproximadamente 7 a 10 mm
de longitud.

C. Variables de respuesta

Las variables de respuesta que se evaluaron en esta fase de la investigacion se recavaron durante el

transcurso de los 30 dias que duro esta fase. Las variables a estudiar fueron:
a). Porcentaje de Medios oxidados.
b). Porcentaje de ennegrecimiento de explantes.
¢). Induccién de raices: se observo detenidamente cada explante de los tratamientos, para constatar si
al menos uno de los tratamientos indujo la formacion de raices.
D. Anaélisis de lainformacion

La informacién se analiz6 utilizando estadistica descriptiva, en la cual se describe y compara cada uno de
los resultados de los tratamientos y resultados obtenidos en investigaciones previas, o que nos permitio

describir la respuesta a la induccion de raices.

E. Presentaciéon de resultados

De los resultados obtenidos, se detallan las caracteristicas mas relevantes, adquiridas e inducidas por las

diferentes concentraciones de auxinas hacia los explantes, en la induccion y proliferacion de raices.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de esta investigacion, asi como lo indica la metodologia, estan ordenados de una forma
secuencial, subdividida en cinco fases: Seleccién y preparacién de la planta madre; Establecimiento del cultivo
en condiciones de asepsia; Control de oscurecimiento oxidativo y muerte del explante; Induccion y crecimiento
de brotes; y enraizamiento de brotes. De tal forma que los resultados satisfactorios de una fase, luego de ser

analizados, permiten continuar con la siguiente fase de la investigacion.
7.1 FASES DE LA INVESTIGACION

7.1.1 Fase 0: Seleccion y preparacion de la planta madre

Siguiendo las recomendaciones de FAO (15), la seleccién de la planta que se utilizé como fuente de
obtencion de material vegetal, fue determinante, ya que para fines de investigacion, la calidad del material es
indispensable y tomando en cuenta que al realizar una propagacion clonal a mediano o largo plazo, se pretende
multiplicar arboles que posean un alto rendimiento, vigorosos, tolerantes a enfermedades, asi como tamafio,
color de fruto aceptable y atractivo para los diversos mercados existentes de acuerdo con nuestros fines de
investigacion. El arbol seleccionado para la colecta de explantes contaba con una edad de 8 afios, aspecto que
FAO (15), coloca especial importancia, ya que el éxito del cultivo de tejidos u érganos en especies maderables,
disminuye con el aumento de la edad de la planta, factor que fue determinante para la seleccion de una planta

relativamente joven.

El aislamiento del arbol con plastico de invernadero (figura 2c), tres meses previos a la obtencién de
explantes, permitié crear un ambiente aislado en lo posible de enfermedades fungosas, conjuntamente con las
aspersiones realizadas con fungicidas y rotaciones de diferentes ingredientes activos de los mismos, fueron
efectivas en el control de patégenos en dicho arbol, por ende, un control fitosanitario adecuado, con lo cual se

garantiz6 la procedencia y calidad del material utilizado en dicha investigacion.

7.1.2 Fase |: Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

Aplicando los procedimientos que Lizarra, et al., (28), para garantizar que el material se encuentre libre
de contaminantes se procedié al proceso de desinfestacion, el cual consistio en un lavado con fungicidas,

bactericidas y antioxidantes.

Al observar los resultados obtenidos por la exposicion de los explantes en la solucién de desinfectantes,
utilizando 0.1% de fungicida (bencimidazol-benomyl), bactericida al 0.15% (sulfato de cobre pentahidratado) y
acido citrico a 0.4%, en tiempos de 3, 6 y 12 horas, se observo que los explantes son susceptibles a dafio por
intoxicacién en tiempos mayores a 3 horas. El dafio observado en los explantes, fue basicamente una
decoloracién de los explantes pasando de un color verde a un color café para el tiempo de 12 horas (figura 5a).
Disminuyendo el tiempo a 6 horas el dafio fue menos evidente, pero aun presente, pues la decoloracién del
explante fue de verde a café-claro (figura 5b). El resultado mas aceptable se obtuvo al sumergir los explantes
por un periodo de 3 horas, donde el material no sufrié ningun indicio de dafio en cuento a cambio de coloracion
se refiere (figura 5c¢), por ende ningun dafio evidente en la superficie de los explantes.
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a

Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 5: Efecto del tiempo de exposiciéon de explantes de persimén a una solucién de fungicida, bactericida y
antioxidante: a) Explantes con un tiempo méaximo de 12 horas de exposicion a la solucion
desinfectante, observandose un cambio de color verde a café; b) Explantes con 6 horas de exposicién
a la solucion desinfectante, observandose un cambio de color verde a café claro; y ¢) Explantes con 3
horas de exposicion a la solucién desinfectante, no observandose ningiin cambio de coloracion.

Para establecer la concentracién adecuada de hipoclorito de sodio, se realizaron tres tratamientos, de las
cuales, la concentracion de 0.50% de hipoclorito de sodio, el 95% de los explantes manifestaron una
decoloracién (figura 6a), asi como un 50% de explantes, presentaron pequefias porciones de material con una
tonalidad café, lo cual es indicio de un acelerado proceso de oxidacién de fenoles. Utilizando el mismo
procedimiento, con la salvedad de reducir la concentracién de hipoclorito de sodio a un 0.40%, la decoloracién
fue menos severa (figura 6b), pero se manifesté en un 50% del total de explantes. La oxidacién también fue
evidente, pero deducida a un 20%. Reduciendo la concentraciéon de hipoclorito de sodio a un 0.30%, no se
observo cambio de coloracién en ningun explante (figura 6c), y los explantes que manifestaban oxidacion se

redujeron a solo un 1%.

a

Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 6: Efecto de la exposicion de los explantes por 5 minutos a las diferentes concentraciones de la solucién
de hipoclorito de sodio: a) Explantes con una concentracion de 0.50% de hipoclorito de sodio,
observandose una decoloracién de verde ha amarillo y manchas con una tonalidad café; b) Explantes
con una concentracion de 0.40% de hipoclorito de sodio, observandose una marcada reduccion en la
decoloracién y manchas cafés; y ¢) Explantes con una concentracion de 0.30% de hipoclorito de sodio,
observandose un color natura.
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Los porcentajes que se mencionan en estos resultados de desinfestacién, fueron recabados luego de
realizar 5 lavados con agua desmineralizada y autoclaviada, como lo recomienda Lizarra, et al., (28), ya que
estos lavados permiten eliminar completamente el desinfestante, debido a que en periodos méas prolongados es

potencialmente toxico para las plantas.

7.1.3 Fase ll: Control de oscurecimiento oxidativo y muerte del explante

Las pruebas preliminares, en la siembra de explantes en el medio basico M&S reducido a la mitad de
concentracién de sales, demostré que la variedad Hachiya es altamente susceptible a la oxidacién, ya que el
100% de los explantes murieron durante las primeras 72 horas de incubacion. Encinas (13), manifiesta que esta
oxidacion y ennegrecimiento, esta relacionado con el estado fisiolégico, edad, desarrollo y estado fitosanitario,
asi como la manipulacién y esterilizacion, lo que provocd en mayor o menor medida situaciones de estrés,
desecacion, dafios mecéanicos, cambios de pH, cambios en el potencial hidrico, salino y osmético al ser
incubado en el medio de cultivo. Como resultado de estos cambios se provoca la estimulacion de compuestos
fendlicos produciendo reacciones de hipersensibilidad, en las cuales se produjo la exudacién del contenido de
las células deterioradas, asi como estrés en las células vecinas de las dafiadas, las cuales provocaron

paulatinamente la muerte de los explantes.

Tomando en cuenta los trabajos y resultados obtenidos por Kupter (27), Murayama, et al., (30) y
Tetsumura, et al., (40), fue indispensable evaluar el comportamiento de ésta variedad, ante la presencia de
productos antioxidantes. Ziv y Halevy (44) y Sierra, et al., (36), indican que la adicién de estas substancias
antioxidantes como el acido citrico y L-cisteina, para contrarrestar la muerte de los explantes, es una de las
alternativas para eliminar la oxidacion de fenoles. Estos productos fueron adicionados directamente al medio de
cultivo, pero no se reflejaron los resultados esperados, ya que de los 6 tratamientos evaluados, el 100% de los
explantes adquirieron una apariencia similares al testigo, esto se observé al cabo de 3 dias después de la
siembra (cuadro 13), en donde todos los explantes habian cambiado de verdes a cafés, indicio de muerte de los
explantes. Encinas (13), manifiesta que estos antioxidantes se deben utilizar con mucha precaucion, ya que tras

su oxidacién pasan a ser oxidantes muy potentes invirtiendo su efecto positivo en el control de los fenoles.

Cuadro 13: Resultados obtenidos en el control de la oxidacion de explantes, 3 dias después de la siembra,
utilizando antioxidantes como acido citrico y L-cisteina (yemas con un centimetro de tallo).

Tratamientos Explantes oxidados Explantes vivos
Cadigo Antioxidantes (ppm) Explantes Porcentajes Explantes Porcentajes
T1(testigo) 0 10 100 0 0
Acido citrico
T2 50 10 100 0 0
T3 100 10 100 0 0
T4 150 10 100 0 0
L-cisteina

T5 50 10 100 0 0
T6 100 10 100 0 0
T7 150 10 100 0 0
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Observando los resultados al evaluar agentes absorbentes como el carbon activado (CA) y la
Polivynylpyrrolidone (PVP), que Sierra, et al., (36), y George (18), indican que los mismos han solucionado los
problemas de oxidacidon en diversas especies de vegetales, se comprueba que ésta especie es bastante
susceptible a la oxidacion, ya que ninguno de los tratamiento efectuados con carb6n activado en
concentraciones de 5,000, 10,000, y 15,000 ppm, detuvieron este tipo de reacciones, observandose un 100%
de explantes oxidados a los 8 dias de incubados, efecto similar al testigo (cuadro 14). En el caso de la
polivynylpyrrolidone, el proceso fue retrazado por al menos 9 dias, en las seis dosis evaluadas. Siendo el mejor
tratamiento que contrarresto la oxidacion el T5 el cual contenia 300 ppm de PVP, registrandose Unicamente un
10% de explantes oxidados, en comparacion al 20% de explantes oxidados observados en cada uno de los
tratamiento de 600, 900, 1000, 3000 y 6000 ppm de PVP (cuadro 14). Sin embargo 15 dias después de la
siembra el porcentaje de sobré vivencia observado fue del 0% para todos los tratamientos.

Cuadro 14: Resultados obtenidos en el control de la oxidacién de explantes, 8 y 15 dias después de la siembra,

utilizando absorbentes como Carbén activado y polivynylpyrrolidone evaluados para contrarrestar la
muerte de explantes (yemas con un centimetro de tallo).

Tratamientos 8 dias después de la siembra 15 dias después de la siembra
Codigo Absorbentes Explantes oxidados Explantes vivos Explantes oxidados Explantes vivos
Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje
Ti(testigo) 0 10 100 0 0 10 100 0 0
Carbén activado (CA)
ppm.
T2 5000 10 100 0 0 10 100 0 0
T3 10000 10 100 0 0 10 100
T4 15000 10 100 0 0 10 100
Polivynylpyrrolidone
(PVP) ppm.
T5 300 1 10 9 90 10 100 0 0
T6 600 2 20 8 80 10 100 0 0
T7 900 2 20 8 80 10 100 0 0
T8 1000 2 20 8 80 10 100 0 0
T9 3000 2 20 8 80 10 100 0 0
T10 6000 2 20 8 80 10 100 0 0

Siguiendo las recomendaciones de George (18), donde describe que otra de las alternativas para eliminar
estos procesos de oxidacion es la utilizacion de medios liquidos, utilizando para ello, puentes de papel filtro y
eliminado el agente solidificante (agar). Se evalu6 el comportamiento de los explantes en el medio liquido M&S
a la mitad de concentracién de sus sales. Durante los primeros 8 dias de incubado, el tratamiento dos, el cual
consistié en el medio M&S a la mitad de concentracion de sus sales, puentes de papel filtro y 300 ppm de PVP,
el 100% de los explantes sobrevivieron, no presentandose ningin sintoma de oxidacion. Resultado que fue
similar al testigo (T1), en el cual el 100% de los explantes se mantuvieron vivos (cuadro 15). A los 15 dias de
incubacion el testigo ya contaba con un 10% de oxidacion. Resultado que demostré que el absorbente PVP en
medio liquido con puentes de papel, produjo una respuesta favorable, ya que éste aun contaba con el 100% de

sobrevivencia (cuadro 15), sin ningun indicio de oxidacion del medio o necrosis del explante.

51



Cuadro 15: Resultados obtenidos a los 8 y 15 dias después de la siembra en el medio M&S, eliminando el agente
solidificante (agar), para obtener un medio liquido y para limitar el contacto del explante (yemas con un
centimetro de tallo) con el medio nutritivo, utilizando puentes de papel filtro.

Tratamientos 8 dias después de la siembra 15 dias después de la siembra
Absorbentes ppm Explantes oxidados Explantes vivos Explantes oxidados Explantes vivos
cédigo Polivynylpyrrolidone
(PVP) Explante Porcentaje Explantes Porcentaje Explantes Porcentaje Explantes Porcentaje
T1 0 0 0 10 100 1 10 9 90
T2 300 0 0 10 100 0 0 10 100

En el cuadro 16, presentan los datos recabados a los 21 y 30 dias después de la incubacion. En él
observamos el comportamiento de los dos tratamiento a los 21 dias, donde el tratamiento con PVP presentaban
un 20% de explantes muertos por oxidacion, comparado al 30% muertos del testigo, a los 30 dias Gnicamente
se contaba con un 50% de sobrevivencia en el tratamiento con 300 ppm de PVP comparado al 30% de
sobrevivencia del testigo.

Cuadro 16: Resultados obtenidos a los 21 y 30 dias después de la siembra en el medio M&S, eliminando el agente

solidificante (agar), en medio liquido, con puente de papel filtro y asi, limitar el contacto del explante
(yemas con un centimetro de tallo), con el medio nutritivo.

. 21 dias después de la siembra 30 dias después de la siembra
Tratamientos
Explantes oxidados Explantes vivos Explantes oxidados Explantes vivos
o Absorbentes en
Cadigo .
porcentaje. - - - -
Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje
Testigo.
T1 0 3 30 7 70 7 70 3 30
Polivynylpyrrolidone
(PVP)
T2 0.03 2 20 8 80 5 50 50 50

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, modificando la concentracion del medo basico M&S,
hace inferir que los explantes de persimén no toleran altas concentraciones de nutrientes proporcionados por el
medio M&S. Analizando el cuadro 17 es evidente que al incrementar la concentraciéon del medio de 0%
(tratamiento uno) a un 25% (tratamiento dos), el porcentaje de muerte se incremento de un 50% a un 90% y a
concentraciones de 50 > 100% del medio, la muerte de los explantes fue del 100% al cabo de 30 dias de
sembrado el explante. Al comparar las diversas concentraciones M&S, y las dos dosis de PVP, se determino
gue los explantes sobrevivieron un 70% en el tratamiento seis, el cual consisti6 en agar a 7gr/lt, agua
desmineralizada y 300 ppm de PVP. El tratamiento once también presento el mismo porcentaje de
sobrevivencia, seguido por el tratamiento uno con un 50%. Los tres tratamientos mencionados anteriormente

contenian 0% de M&S, lo cual pone en evidencia que hay componentes de dicho medio que estaban causando
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una muerte por toxicidad, causando una oxidacién acelerada, hecho que provoco la exudacion del contenido de
las células deterioradas, asi como estrés causado en las células vecinas de las dafiadas, las cuales provocaron

paulatinamente la muerte de los explantes.

Cuadro 17:  Diferentes concentraciones del medio basico y dos dosis diferentes de PVP. Utilizando como explantes
yemas con 1 cm de tallo. Resultados recabados 30 dias después de la siembra e incubacion.

Tratamientos . ) Explantes oxidados Explantes vivos
Polivynylpyrrolidone . -
Cédigo (por'\élgrﬁaje) (PVP) ppm. Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje
T1 0 0 5 50 50 50
T2 25 0 9 90 1 10
T3 50 0 10 100 0 0
(testigo)
T4 75 0 10 100 0 0
T5 100 0 10 100 0 0
T6 0 300 3 30 7 70
T7 25 300 8 80 2 20
T8 50 300 10 100 0
T9 75 300 10 100 0
T10 100 300 10 100 0
T11 0 600 3 30 7 70
T12 25 600 9 90 1 10
T13 50 600 10 100 0
T14 75 600 10 100 0
T15 100 600 10 100 0 0

Encinas (13) y George (18), en sus investigaciones realizadas, confirman que no todos los cultivos toleran
altas concentraciones de los componentes del medio nutritivo. Los resultados que se plasman en el cuadro 17
demuestran y confirman estos conocimientos, los cuales fueron indispensables como punto de partida para la

modificacion del medio basico M&S.

Se observa claramente la comparacion entre las diferentes concentraciones del medio basico M&S en
donde a una concentracion del 50% (figura 7a), la coloracion del explante es indicio de muerte, sin embargo a
una concentracion del 25% (figura 7b), el explante aun presenta indicios de vida, pero su coloracion indica que
la muerte aun es evidente, ya que existe mayor area café que verde. El tratamiento que consistié Gnicamente en
sacarosa y agar (figura 7c), el explante no presenta ninguna porcién café, pero si una coloracién un tanto
amarilla, debido a la falta de nutrientes en el medio, y es légico, sabiendo que Unicamente existe una fuente de
carbono la cual es la sacarosa. Al comparar el nuevo medio el cual se elaboro de tal forma que proporcione al
explante la cantidad adecuada de elementos (Cuadro 22A), se observa que la coloracion amarilla desaparece,

ya que el color predominante es un verde natural (figura 7d).



Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 7: Comparacioén de diferentes concentraciones del medio M&S y M&S bésico modificado, elaborado de
acuerdo al rango optimo de elementos en analisis foliar, y la respuesta de dos tipos de explantes a 30
dias después de incubados: a) Explante en un medio con el 50% de los nutrientes del M&S basico; b)
Explante con el 25% de los nutrientes del M&S basico; c¢) Explantes en un medio que contiene
sacarosa y agar; d) Explante en un medio que contiene los nutrientes del medio “Aspuaca”; e) Apice de
yema lateral en un medio con 25% de los nutrientes del M&S bésico (tubos de ensayo de 1.5 por 12.5
cm); y f) Apice de yema lateral en un medio que contiene los nutrientes del medio “Aspuaca”, (tubos de
ensayo de 1.5 por 12.5 cm).

La época de colecta del material y la edad del mismo es un factor que fue sujeto a evaluacién, ya que
este arbol frutal presenta una crecimiento anual (figura 3), y el periodo en el cual el material es bastante
manejable en el sentido de realizar la diseccién del explante con facilidad, es Unicamente de abril a junio (figura
3d). Posteriormente la planta entra en un estado de dormancia (figura 3a), periodo en cual el crecimiento es
practicamente nulo, y la planta lo utiliza como un mecanismo de defensa, en el cual los &rboles se deshojan y
se liberan asi del peligro de desecacion cuando el aire esté frio y seco, y el suelo helado, ademas, el apice del
tallo y ramas forman yemas de proteccion, que estan a prueba de agua y de los gases. Segun Bidwel (7), éste
periodo de dormancia es inducido por los dias cortos que de algin modo promueven la sintesis del acido
abscisico (ABA) a través de un sistema mediado por el fitocromo, de hecho durante los dias largos el ABA sea
producido en las hojas en otofio y se muevan a las ramas. De modo inverso, en la primavera se forman
substancias promotoras del crecimiento (sobre todo GA3) y desaparezca en el otofio y principios de invierno, sin

embargo, las horas frio que se acumulan también son un factor importantito en el rompimiento de la dormancia.

Durante éste periodo de dormancia se da una lignificacién del tallo que hace dificultosa la diseccion del

explante. Esta circunstancia especial, motivd a evaluar el comportamiento de un tipo de explante diferente, el
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cual consistié en yemas laterales en estado de dormancia. El explante que se utilizo, fue basicamente el apice
con dos primordios foliares, el tamafio del mismo aproximadamente fue de 2 mm de alto por 1.5 mm de ancho.
Al observar la respuesta favorable de este explante en el nuevo medio con 300 ppm de PVP (figura 7f),
comparandolo con el M&S al 25% y 300 ppm de PVP (figura 7e), en el cual la muerte fue evidente,
observandose el ennegrecimiento del explante y la liberacion de compuestos fendlicos en el medio de cultivo.
Por otro lado, en el nuevo medio “M&S basico modificado por Aspuaca,” se observé que el material, ademas de
contrarrestar la muerte y oxidacién del explante, la respuesta al crecimiento demostré ser alentadora, ya que a
los 5 dias de incubado, en él explante se observé un aumento de tamafio del mismo. Este tipo de respuesta no
se observd en las yemas con un centimetro de tallo (figura 7d), ya que durante los 30 dias que fueron

observados no se registro ningun indicio de crecimiento.

Entre las ventajas que se tienen al utilizar apices de yemas como explantes, segun autores como Hurtado
y Merino (22), es la obtencidn de material sano a partir de meristemos apicales; los estudios mas relevantes
fueron hechos en papa (Sussex, 1965; Ingram y Robertson, 1965; Accatino, 1966; Gregorini y Lorenzi, 1964;
Mellor y Stace-Smith, 1977; Wang, 1977 Solérzano, 1983), chile (Juo,Wahgy chien, 1973), fresa (Bdkengrcn y
Muller, 1962), manzano (Elliott 1972; Jones, 1976; Abbot, 1976; Jones y Hopgood, 1979), vid (Barlass y Skene,
1978). Ademés se sabe que la utilizacién de explantes como los meristemos, disminuye las reacciones de
oxidacion de fenoles y por ende la muerte de los explantes.

La respuesta de estas pruebas y tratamientos para determinar los factores que inducen la muerte de los
explantes, fue observada en cada tratamiento por un periodo de 1 a 30 dias, en el cuarto de crecimiento, el cual
contaba con una temperatura promedio de 24 °C, una intensidad de luz de 1000 a 3000 lux y un foto periodo de
16 horas luz y 8 de oscuridad, y sus respectivas hormas de asepsia.

7.1.4 Fase lll: Induccién y crecimiento de brotes y callo

En ésta fase al medio “M&S basico modificado” utilizado, se le adicioné 300 ppm de PVP, siendo el
absorbente que demostrd tener un mayor porcentaje de sobrevivencia. La concentracién de agar también fue
reducida de 7000 ppm a 6000 ppm, ya que Rodriguez (33), reporté obtener muy buenos resultados reduciendo
a esta concentracion el agar para cultivo de meristemos en Castanea sativa Mill. esto por lo pequefio y delicado
del explante, el cual requiere un medio de sostén mas suave, ademas de ayudar y permitir una mayor movilidad
de substancias en el medio, que el explante pueda exudar, como una respuesta de proteccidbn o mecanismo de

defensa, por el cambio de ambiente que el mismo explante puedo sufrir al ser incubado.

A. Formacién de callo

Observando los resultados del cuadro 18 y analizandolos, es evidente que existen resultados similares a
los obtenidos en las investigaciones realizadas por Kupter (27), Murayama, et al., (30) y Tetsumura, et al., (40),

en los que reportan un crecimiento de callos en la base de los explantes.

Al realizar una comparacién entre los diversos tratamiento de 6-bencilaminopurina, se ve que Unicamente
el tratamiento tres presenta diferencias en cuanto a tamafio de callo producido. Este tratamiento contenia 4 ppm

de BAP y 0.1 ppm de GA; presenta un 90% de explantes, los cuales se encuentran en la categoria de tamafio
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pequefio, comprendido en un rango de 0.1 a 1.9 mm y 10% con un tamafio comprendido entre 2.0 y 2.9 mm
encontrandose en la categoria de tamafio mediano. En el resto de los tratamiento T1, T2, T4, T5 y T6 el 100%
de los explantes presentaron un crecimiento de callo similar en un rango de 0.1 a 1.9 mm, resultado que los
coloca en la categoria de tamafio pequefio.

Cuadro 18: Resultados de formacion de callo en persimén var. Hachiya, a los 30 dias de incubacion. En el medio

“M&S basico modificado”, 300 ppm de PVP como absorbente para contrarrestar la oxidacion y 0.1 ppm
de &cido giberélico, asi como sus respectivas concentraciones de BAP evaluadas.

FORMACION DE CALLO
Calidad de callo Tamarnio de callo
TRATAMIENTOS | 8 | © 3
s > 2 2 ) =
c g o @ g o g
@ S® Color Textura = = s S)
= cC c [7) — ©
oo g 28 - s Q) 5
£ e c o w
2 e | 8%
o —~ =
g £ g 2 £ < £ £ = €
1S @ < — — —
3 s | £ | §¢ 5 <E| EE S E s | S1 5| €
[ 3 c > c E 8 £ o £ : : : o
S < S < o T o 8~ = p P e ©
g8 | 3 o [Tl 2 be | = fefefs
N o N o <
T1 testigo 0.0 20 0 100 100 0 0 100 0 0 0
T2 2.0 90 0 100 100 0 0 100 0 0 0
T3 4.0 100 0 100 100 0 0 90 10 0 0
T4 6.0 100 0 100 100 0 0 100 0 0
T5 8.0 80 0 100 100 0 0 100 0 0
T6 10.0 60 0 100 100 0 0 100 0 0 0

En la figura 8a se observa una fotografia representativa de los tratamientos T1, T2, T4, TSy T6 en la cual
se observa claramente el tamafio del callo, producido en la base de los explantes, inducidos en los diversos

tratamientos. Este crecimiento de callo fue equivalente en alto y ancho.

La coloraciéon del callo formado en la base de los explantes, en todos los tratamientos fue similar,
observandose estos datos en el cuadro 18. De acuerdo con Munsell Book of Color (29), el color representativo
de estos callos es equivalente a 2.5GY 5/4. De acuerdo con Unirioja (41), este codigo esta compuesto por tres
dimensiones (H V/C). El tono (H) 2.5GY significa que es un tono localizado entre un color principal como el
amarillo y un color intermedio como el verde-amarillo (GY), en el cual predomina mas el amarillo que el verde.
El value (V) o claridad, indica la magnitud en una escala de grises partiendo del negro absoluto (0) al blanco
absoluto (10) y en nuestro caso que es un (5), el cual indica que se encuentra en un gris medio. Por ultimo, el
croma (C), el cual indica el grado de separacién entre un tono determinado y un gris de la misma claridad el
cual se extiende desde (0) para un gris, hasta (10) 6 mas, dependiendo de lo saturado que sea el color que se

va a evaluar. Que en nuestro caso equivale a una escala de (4). Esta clasificacion la podemos observar en la
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figura 8c y compararla a la de la figura 8b, donde se observa con lujo de detalle la coloracién del conglomerado

de células indiferenciadas llamadas comunmente callo.

En la figura 8b, podemos observar claramente el tamafio de los conglomerados de cedulas
indiferenciadas, lo que nos permitid clasificarlas dentro de una textura fina, la cual corresponde para un intervalo

de 0.1 a 1.0 mm de diametro.

Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 8: Resultado de los tratamientos T1, T2, T4, T5, y T6 (cuadro 18), a la inducciéon de brotes y callo; a)
Explante que muestra el rango de tamafio de callo equivalente en alto y ancho; b) Porcién de un
explante en el cual se observa el color del callo, asi como la textura que conforma el conglomerado de
células indiferenciadas; y c) Colores de la tabla Munsell y su simbologia, que permite comparar con el
color del callo, adaptado de Munsell Book of Color (29).

B. Crecimiento de brotes

Amador (3), define al crecimiento como un incremento irreversible en el tamafio que esta comunmente
acompafiado por un incremento en peso seco y en la cantidad de protoplasma, que alternativamente puede ser
visto como un incremento en volumen o en longitud de una planta y/o parte vegetal. El crecimiento desde un

punto de vista mas generalizado incluye tanto la division celular como también el agrandamiento celular.

El cultivo de &pices es bien conocido, Curso de cultivo de tejidos (11), Hernandez (21) y Usui, et al., (42),
concuerdan en que el aspecto més importante es que los 4pices pueden regenerar pequefios tallos, los cuales
pueden ser luego enraizados, aspecto que obtiene repercusion importante en la propagacion vegetal,
permitiendo obtener con un elevado indice, plantas genéticamente idénticas a la planta de la cual se originan,
ademas, el cultivo de estas pequefas porciones del tallo (1-2 mm, el meristemo y dos o tres primordios foliares)
constituye parte de una técnica para obtener plantas libres de virus, incluyéndose también a hongos y bacterias.
En el cuadro 19 se contempla la contaminacion por hongos y/o bacterias, que por el tamafio de explante y
trabajando bajo medidas estrictas de asepsia, no se presento contaminacion por éste tipo de microorganismos

en ninguna de las unidades experimentales.

Para las variables relacionadas con el crecimiento de brotes, en el cuadro 19, observamos los resultados

gue se recopilaron a los 30 dias de incubacion.
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Cuadro 19: Resultados obtenidos 30 dias después de la incubacién de éapices en el cuarto de crecimiento.
Anotandose el % de explantes vivos; % de contaminacién por hongos y/o bacterias; Tamafio promedio
del explante; Calidad de brote y numero de brotes en promedio.

CRECIMIENTO DE BROTES
a Tamario del explante Calidad del brote
[%2] 8L (7]
o § ~| & 8~ £
2.9 S © .9 0 =30
Z >'g S [ Ext 3 ~ @ ~ ]
g 85 | £ S5 Pequefio Mediano Grande Gr;nrje g% S % %E
< §5 | & 25 [02a09mm|10a19mm| 20a29mm | " g E g E g5
< go s & | (Promedio) | (Promedio) | (Promedio) . h . 5 S & e
|n_: ] O £ (Promedio) 2 2 & 3
<
T1 testigo 20 0 0.9 1.1 - - 25 0 1
T2 90 0 0.7 1.41 2.9 - 2 0 1
T3 100 0 - 1.38 2.24 4.2 3 0 1
T4 100 0 - 1.8 2.46 3.2 5.6 0 1
T5 80 0 - 1.49 2 - 4.25 0 1
T6 60 0 0.8 15 2 - 5.16 0 1

En la figura 9 se presentan datos, que al analizarlos es vidente que la concentracién en la adicion de este
regulador es fundamental y critica. Uno de los factores que intervinieron fue la edad y época de colecta del
explante, ya que el explante colectado y utilizado provino de la planta que ya habia entrado en su periodo de
dormancia y por ende la planta ya no presentaba ningln crecimiento activo. Amador (2) y Euita (14),
manifiestan que entre las acciones que las citocininas producen se encuentra la eliminacién de la dormancia
que presentan las yemas de algunas especies, ademds, estimulan la divisibn celular y morfogénesis
provocando el crecimiento de callos y estimulacion de la formacion de yemas laterales contrarrestando la
dominancia apical, asi mismo estimulan la expansion foliar debido al alargamiento celular, participan en la

proliferacion de brotes axilares, formacion de yemas adventicias de brotes y la inhibicién de formacion de raiz.

Los tratamientos tres y cuatro (figura 9), fueron los que presentaron una sobrevivencia del 100%,
indicando que a las concentraciones de 4 y 6 ppm de BAP son respectivamente las que eliminan de mejor
forma la dormancia e induce la reanudacién del crecimiento que presentan dichos meristemos. Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Murayama, et al., (30), al propagar persimén variedad Hiratanenashi en la
cual observé que al adicionar 5 ppm de BAP, obtuvo 0% de muerte de explantes, 0% de dormancia y un

promedio de 1.8 brotes por explante.

El tratamiento dos presentd un 90% de sobrevivencia con una concentracion de 2 ppm de BAP.
Murayama, et al., (30), con ésta misma concentracion de regulador, obtuvo un 20% de mortalidad, un 65% de
explantes con dormancia y un crecimiento de un brote por explante; sin embargo con una concentracion de 1
ppm del mismo regulador la muerte de los explantes fue de un 70%, con un 100% de explantes que
presentaban dormancia; el tratamiento cinco con una concentracion de 8 ppm de BAP se obtuvo un 80% de
sobrevivencia, con 10 ppm de BAP (tratamiento 6) se obtuvo un 60% de explantes vivos, mientras el testigo (o
ppm de BAP) Unicamente presentd un 20% de sobrevivencia, echo que puede atribuirsele a la concentracion

utilizada de 0.1 ppm de AG;. La muerte de estos explantes fue observada por un cambio de color verde a un
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color café claro, sin presentarse ningln sintoma de oxidacién o ennegrecimiento. Esta muerte se presenté

dentro de los primeros 7 dias de sembrados en los medios de cultivos.

"Sobrevivencia de explantes"
g g
— —
100% — §°
90% — X
%) ° —8
S 80% |
3]
8 70% —
2
> 60% —
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8 8 50%-
" 5
L5 40%
% 30% N
o
£ R 4
9 20% A
2 g -
& 10% —
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Tratamientos
‘ O Vivos O Muertos
Figura 9: Comportamiento de sobrevivencia de explantes a los 30 dias, evaluando 6 concentraciones diferentes

del regulador 6-bencilaminopurina y su interaccién con 0.1 ppm de AGs.
Lo referente a la variable tamafio del explante, en la figura 10, se observa que el tratamiento que
presento mayor crecimiento del brote fue el tratamiento cuatro (6 ppm de BAP y 0.1 ppm de AGs), obteniéndose
un 20% de explantes extra grandes, con un tamafo entre 3.0 y 4.0 mm; un 70% de explantes grandes, con un

tamafio comprendido entre 2.0 a 2.9 mm; y un 10% de explantes medianos, con un tamafo entre 1.0 y 1.9 mm.

"Tamafio del explante"”
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Figura 10: Comparaciéon de 0 ppm, 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm y 10 ppm de BAP y 0.1 ppm de AG3 en la
induccién de crecimiento de explantes, agrupandolos en las categorias de Pequefio (0.2 a 0.9 mm),
Mediano (1.0 a 1.9 mm), Grande (2.0 a 2.9 mm) y Extragrande (3.0 a 4.0 mm) expresada en
porcentajes del total de explantes vivos por tratamiento.
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Comparado el tratamiento cuadro con el testigo que no contenia la citocinina BAP en el medio de cultivo
si no Unicamente 0.1 ppm de AGs, el cual presento en sus explante vivos, un 50% de crecimiento mediano y el
otro 50% con un crecimiento pequefo. Es evidente que el BAP promueve e induce el crecimiento de los brotes.
Y la concentracion en la cual se obtuvo un resultado de mayor crecimiento es la de 6 ppm de BAP.

En la figura 11 se compara cada uno de los seis tratamientos, en donde se puede observar el
comportamiento de los explantes (apices) ante la presencia de la citocinina BAP, la cual en la concentracion de
6 ppm (figura 11d), presento el mayor crecimiento, comparandolo al testigo (figura 11a).

Fuente. Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 11: Respuesta a las diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina en la induccién y crecimiento de
brotes: a) Tratamiento uno, con 0 ppm BAP (testigo); b) Tratamiento dos, con 2 ppm de BAP; c)
Tratamiento tres, con 4 ppm de BAP; d) Tratamiento cuatro, con 6 ppm de BAP; e) Tratamiento cinco,
con 8 ppm de BAP; f) Tratamiento seis, con 10 ppm de BAP; g y h) Explantes, 70 dias después de la
siembra y 4 transferencias en el tratamiento cuatro, con 6 ppm de BAP y 0.1 ppm de AGs.

Amador (3), indica que la adicién de AG; en ciertas plantas produce una gran elongacion de los tallos,
ademas de actuar inhibiendo la dormancia de yemas vegetativas. En cultivo de meristemos cuando es utilizado
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para estimular el crecimiento de meristemos o apices de brotes, el acido giberélico puede prevenir formacién de
raices. El mismo autor comenta sobre la integridad apical, en donde los tratamientos con citocininas utilizados
para promover la proliferacion de brotes axilares, con mas de un meristemo apical, el &cido giberélico puede

ayudar a preservar la integridad de yemas apicales durante el cultivo.

En la figura 11g y 11h, se observa la interaccion giberelina/citocinina, en la cual se conserva la integridad
apical, ya que a los 70 dias de incubacion en el medio “M&S basico modificado” complementado con 0.1 ppm
de AG; y 6 ppm de BAP, han inducido el crecimiento de los explantes a un tamafio promedio de un centimetro,

y un 93.4% de explantes sin crecimiento de brotes.

Cabe mencionar la interaccion que la auxina sintetizada por el punto meristemético de dicho explante,
pudo intervenir en dichos resultados. Salisbury y Roos (35), menciona que las auxinas se sintetizan
principalmente en los apices de tallos, de donde migra a la zona de elongacién y a otras partes donde ejercera
su accion, movilizandose en sentido basipétalo, es decir desde el apice hasta la base, esto en el caso de los

meristemos.

Con la variable nimero de brotes (cuadro 19), al menos durante los primeros 30 dias que duro la fase de
induccion de crecimiento de brotes y formacién de callo, no se reporto ningun indicio de formacion de brotes
axilares o embriogénicos. Si no todo lo contrario, Gnicamente se observé el crecimiento del apice, siendo el

Unico brote existente por unidad experimental.

Con la variable calidad del brote, la cual se subdividi6 en nimero de nudos y nimero de hojas, el
tratamiento que presento el mayor nimero de nudos fue el tratamiento cuatro (6 ppm de BAP), con un promedio
de 5.6 nudos; siguiéndole el tratamiento seis (10 ppm de BAP) con un promedio de 5.16 nudos, comparado con
el testigo en el cual Unicamente se observo un promedio 2.5 nudos. La distancia entre cada nudo de todos los

tratamientos, fue directamente proporcional al tamafio del explante.

De los explantes que sobrevivieron a la fase lll, se transfirieron a un nuevo medio, el cual contenia los
nutrientes del medio “M&S basico modificado” utilizado en dicha fase, asi como los reguladores del tratamiento
cuatro, el cual contenia 0.1 ppm de AGz y 6 ppm de BAP. A los 40 dias de haber realizado dicha transferencia,

el 6.6% presentaba al menos un brote axilar como lo demuestra la figura 12a.

Con lo que respecta al numero de hojas, no se obtuvo crecimiento de hojas en ninguno de los 6
tratamientos a 30 dias que duro la fase Il (figuras 11a, 11b, 11c, 11d, 11e y 11f), debido a que al explante que
se sembrod, se le eliminaron la mayor parte de todos los primordios foliares, dejando Unicamente los dos mas

jovenes, los cuales rodean la cupula del meristemo apical, esto con el fin de no dafiar ha dicho meristemo.

A los 70 dias de cultivo transferidos en el tratamiento cuatro, se observo un pequefio incremento en el

crecimiento de los primordios foliares del 4pice, como se muestra en la figura 12b.
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Fuente: Aspuaca Axpuac, JR. 2003.

Figura 12: Explantes cultivados en el medio “M&S basico modificado” en base a rango 6ptimo de nutrientes
requeridos por el cultivo de persimén, complementado con 0.1 ppm de AG3 y 6 ppm de BAP con un
promedio de 70 dias de cultivo: a) crecimiento de brote axilar; y b) Crecimiento de primordios foliares
en cultivo de apices de persimon var. Hachiya.

7.1.5 Fase IV: Enraizamiento

En la fase de enraizamiento, se propago masivamente apices de Persimén Var. Hachiya, utilizando el
tratamiento cuatro (6 ppm de BAP, 0.1 ppm de AG; y 300 ppm de PVP), que presentd el mayor crecimiento de
brote en los explantes evaluados en la fase Ill. Estos explantes fueron subcultivados por un periodo de 70 dias,
realizando transferencias a cada 20 dias. Al momento de realizar la transferencia, los explantes fueron lavados
en agua desmineralizada con la ayuda de un pincel y pinzas previamente esterilizadas, esto con el propésito de
eliminar el medio que pudo quedar impregnado, asi como también para eliminar los compuestos fendlicos que
se pudieron sintetizar y diluir en dicho medio. Disminuyendo de esta manera la oxidacion y muerte de los

explantes.

En el cuadro 20, se observa el comportamiento de los explantes ante la presencia 0.1 ppm de AG; y de
los reguladores sujetos a evaluacion, como la auxina &cido indolbutirico (IBA) y la auxina acido indolacético

(AIA). En ninguno de los tratamientos se observé un crecimiento de raices.

De los once tratamientos evaluados en la induccion y proliferacion de raices, el testigo (T1), a pesar de
no existir formacién de raices, los explantes Unicamente presentaron un 10% de medios oxidados y un 20% de
explantes necréticos; siguiéndole el tratamiento siete (0.25 ppm AlA), el cual presento un 80% de medios
oxidados y un 100% de explantes necréticos; Los tratamientos dos (0.25 ppm AlA), tres (0.50 ppm AlA), cuatro
(0.75 ppm AIA) y ocho (0.50 ppm IBA), la oxidacién de los medios se incremento a un 80% Yy la necrosis de los
explantes fue de un 100%; Los tratamientos cinco (1.0 ppm AlA), seis (2.0 ppm AIA), nueve (0.75 ppm IBA),
diez (1.0 ppm IBA) y once (2.0 ppm IBA), la oxidacion de los medios y necrosis de los explantes fue de un 100%

comparados con el testigo.

En las figuras 13 y 14, se muestra el comportamiento de explantes de persimoén, incubados por un
periodo de 30 dias en el medio “M&S basico modificado” y sus respectivas combinaciones de reguladores, de
los cuales ninguno de los once tratamientos presentd resultados satisfactorios en la induccion y proliferacion de

raices. Sin embargo la tendencia de los tratamientos es que al incrementarse las concentraciones de los
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reguladores, la oxidacion de los medios tiende hacer mas marcada y los explantes adquirieron una tonalidad

necrotica.

Cuadro 20: Comportamiento de resultados obtenidos a los 30 dias en la induccion de raices, evaluado cinco dosis
de AIA y cinco de IBA.

Porcentajes de oxidacién y ennegrecimiento. Induccioén de raices.
Tratamientos.
Medios oxidados. Enneg;g::;:mti::.to de Raiz primaria. Raiz secundaria.
Reguladores
cédigo de _ _ _ .
crecimiento. Explantes | Porcentaje Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje | Explantes | Porcentaje

(ppm)
T1 (testigo) 0 1 10 2 20 0 0 0 0

(AIA)
T2 0.25 9 90 10 100 0 0 0 0
T3 0.50 9 90 10 100 0 0 0 0
T4 0.75 9 90 10 100 0 0 0 0
T5 1.0 10 100 10 100 0 0 0 0
T6 2.0 10 100 10 100 0 0 0 0

(IBA)
T7 0.25 8 80 10 100 0 0 0 0
T8 0.50 9 90 10 100 0 0 0 0
T9 0.75 10 100 10 100 0 0 0 0
T10 1.0 10 100 10 100 0 0 0 0
T11 2.0 10 100 10 100 0 0 0 0

Standard y Romani (38), mencionan que en varias especies de arboles, el enraizamiento sigue siendo
uno de los pasos més criticos de la técnica de micropropagacion, debido a que en sus resultados al evaluar
“Los efectos de algunos antioxidantes en el enraizamiento in vitro de retofios de Manzana,” observo que al
utilizar antioxidantes o absorbentes, en la fase de enraizamiento disminuy6 considerablemente los porcentajes
de enraizamiento. Esto indica que se deben evaluar diferentes concentraciones de antioxidantes o absorbentes
en la fase IV de enraizamiento, para contrarrestar la oxidacién del medio y necrosis de los explantes,

promoviendo de ésta manera el enraizamiento de los mismos.

El crecimiento de los explantes en ésta fase de la investigacién para los tratamientos con auxinas fue
basicamente un incremento en el tamafio de células indiferenciadas a las cuales se les denominan callos y en
cuanto al tamafio del explante, éste practicamente fue detenido. Pero al compararlo con el testigo, se observé
que el crecimiento fue basicamente en el brote, ya que el crecimiento de la porcién de callo fue nulo, lo cual es

I6gico ya que Unicamente contenia acido giberélico el cual actlo en la elongacion del explante.
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Figura 13: Porcentajes de enraizamiento, ennegrecimiento y oxidacion en explantes de persimon ante la
presencia de la auxinas &cido indolacético (AIA), en concentraciones de 0.0 ppm AIA (T1), 0.25 ppm
AIA (T2), 0.50 ppm AIA (T3), 0.75 ppm AIA (T4), 1.0 ppm AIA (T5) y 2.0 ppm AlA (T6).

Porcentajes de enraizamiento, ennegrecimiento y oxidacion,
inducido por el IBA.
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Figura 14: Porcentajes de enraizamiento, ennegrecimiento y oxidacion en explantes de persimén ante la
presencia de la auxinas &cido indolbutirico (IBA), en concentraciones de 0.0 ppm AIA (T1), 0.25 ppm
IBA (T7), 0.50 ppm IBA (T8), 0.75 ppm IBA (T9), 1.0 ppm IBA (T10) y 2.0 ppm IBA (T11).



8. CONCLUSIONES

Para la desinfestacion de los explantes se deberan dejar reposar en una solucion de desinfestantes de
fungicidas (bencimidazol-benomyl al 0.1%), bactericida (sulfato de cobre pentahidratado al 0.15%) y acido

citrico a 0.4%, por un periodo no mayor a tres horas.

La concentracion de hipoclorito de sodio a utilizar en el proceso de desinfecciéon bajo condiciones de
asepsia deberd ser a 0.30% por un periodo de 5 minutos, ya que si los explantes se exponen a
concentraciones mayores de hipoclorito de sodio se provocan dafos al explante

Para controlar el oscurecimiento oxidativo y muerte de los explantes por la liberacién y oxidacién de
compuestos fendlicos en la fase de induccion y crecimiento de brotes, se debe de utilizar el medio “M&S
béasico modificado” (Cuadro 22A), complementado con 300 ppm del absorbente Polivynylpyrrolidone (PVP).
Asi como realizar trasferencias a cada 20 dias. Al realizar estas transferencias se deberan lavar los
explantes con agua desmineralizada y esterilizada, removiendo cuidadosamente los restos del medio
anterior, con la ayuda de un pincel previamente esterilizado, esto con el fin de minimizar el contenido de

fenoles oxidados en el medio nutritivo.

Para la induccion y crecimiento de apice y callo, se debera utilizar el medios “M&S bésico modificado”
(Cuadro 22A), complementado con 300 ppm de PVP, 0.1 ppm de AG;3 y 6.0 ppm de 6-bencilaminopurina,
utilizando como explantes iniciales &pices con dos o tres primordios foliares. Dichos explantes deberan

tener un tamafio de 1.0 a 2.0 mm en promedio.

En la fase de enraizamiento de brotes, en ninguna de las concentraciones, evaluando las auxinas acido
indolacético y acido indolbutirico se observé la induccion de raices, esto debido al alto porcentaje de
formacion de fenoles, oxidacion del medio nutritivo y muerte de los explantes, la cual fue mas evidente al

incrementarse la concentracién de las auxinas en el medio nutritivo.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar el crecimiento de explantes en el cultivo de &pices en estado de dormancia, de persimoén Var.
Hachiya, utilizando un rango de 5 a 7 ppm de 6-bencilaminopurina, con el fin de determinar la dosis 6ptima

para la induccion y crecimiento de brotes.

Se sugiere evaluar el comportamiento de brotes, en un rango de 100 a 10,000 ppm de polivynylpyrrolidone
en la fase de enraizamiento, para contrarrestar la oxidacién, necrosis y muerte de los explantes causada

por la formaciéon de compuestos fendlicos.

Para obtener resultados satisfactorios en la fase de enraizamiento de brotes se sugiere evaluar la respuesta
de Persimén Var. Hachiya, ante la presencia de ANA para la induccién de raices. Asi como también se
sugiere evaluar otras alternativas como la respuesta al sumergimiento de la base de explantes, por unos
segundos, en AlA 6 IBA en altas concentraciones e incubarlos en el medio “M&S basico modificado” sin la

presencia de reguladores bajo condiciones de oscuridad.
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11.

APENDICE

Cuadro 21A: Proporcion de nutrientes utilizados en el Medio basico de Murashige y Skoog (1962).

Reactivos Quimicos Cantidad ppm
NH4NO; 1650
KNO3 1900
CaCl, . 2H,0 440
KH,PO, 170
MgSO, . 7TH,O 370
Kl 0.83
Na,Mo0O, . 2H,0 0.25
CuSQ, . 5H,0 0.025
CoCl;, . 6H,0 0.025
ZnS0O, . 7H,0 8.6
H3BO3 6.2
MnSQ, . 4H,0 22.3
NaFe-EDTA 37.26
FeSO, . 7TH,O 27.6
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI 0.5
Tiamina-HCI 0.1
Glicina 2.0
Mio-inositol 100

Fuente: Tomado de Hartman y Kester (20).

Cuadro 22A: Medio “M&S basico modificado”, basado en el rango éptimo de nutrientes establecidos en analisis

foliares de persimoén, (cuadro 2) y calculos descritos en Cuadro 23A.

Fuente: Aspuaca Axpuac, José Raul, 2003.

Reactivos Quimicos Cantidad ppm
NH4NO; 90
KNO3 200
CaCl, . 2H,0 210
KH,PO, 20
MgSO, . 7TH,O 50
Kl 0.83
Na;MoO, . 2H,0 0.250
CuSO;, . 5H,0 0.025
CoCl, . 6H,0 0.001
ZnSQ, . 7TH,0 0.450
HsBO3 1.0
MnSQ, . 4H,0 5.0
Na,.EDTA 2.681
FeSO, . 7H,0 2.0
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI 0.5
Tiamina-HCI 0.1
Glicina 2.0
Mio-inositol 100
Agar 6,000
Sacarosa 30,000
pH =5.7
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Cuadro 23A: Célculos efectuados para determinar los gramos de compuestos requeridos para un litro de medio
“M&S basico modificado”, asi como los gramos requeridos en la solucion patrén de dicho medio.

. or DE or DE ELEMENTO|  gr DE mg DE gr DE ml DE
COMPUESTO || ELEMENTO | ATomIco | ATOMICO ELE‘KAEETO ELEMEQTO/Q’ FORMULA Digaﬁ%oég;glg gggﬁggég gggsgggg X1 P(C:)%’\Q/%JLEUSV\ISN C%ON'E%?\"%\‘A
(grimoL) (MoL) compuesTo| @9 REQUERIDO It It DE SOLUCION DA
CONCENTRADA
N 14.006 28012° 0349972389 0.0314975*
H 1.0079 4 40316 | 0050369438 0.0314975
= 15.999 3 47.997 | 0599658173
° NH.NO; 80.0406 0.09000 90.000 25 0.22500 100.00
§ K 39.102 1 390102 | 0386746452 00773493
= N 14.006 1 14.006 | 0138529252 0.0277059
15.999 3 47.997 | 0474724297
KNOs 101.105 0.20000 200.000 25 0.50000 100.00
ca 40.06 1 4006 | 0.272525164 0.0572303
cl 35.453 2 70906 | 048236818 01012973
H 1.0079 4 40316 | 0027426671
& o 15.999 2 31998 | 0217679985
o | cach.2n0 146.9956 0.21000 210,000 2 0.52500 100.00
§ K 39.102 1 30102 | 0287331321 0.0057466
= H 1.0079 2 20158 | 0014812605
P 30973 1 30973 | 0227597386 0.0045519
o 15.999 4 6399 | 0.470258688
KH;PO, 136.0868 0.02000 20.000 25 0.05000 100.00
Mg 24312 1 24312 | 0.098638567 0.0049319
g s 32.064 32064 | 0130089956 0.0065045
% o 15.999 1 175989 | 0.714021996
z H 1.0079 14 141106 | 0.05724948
MgSO.. TH0 246.4756 0.05000 50.000 25 0.12500 100.00
K 39.102 1 30102 | 0232747229 0.0001932
I 1289 1 1289 | 0.767252771 0.0006368
- Ki 168.002 0.00083 0830 1,000 0.04150 50.00
S Na 22.989 2 45978 | 0.190036025 0.0000475
5 Mo 95.94 1 9594 | 0.306538607 0.0000991
E 15.999 6 95994 | 039676189
H 1.0079 4 40316 | 0016663388
Na:MoO . 2H,0 241.9436 0.000250 0.250 1,000 0.02500 100.00
cu 6354 1 6354 | 0.254491857 0.0000064
s 32.064 1 32064 | 0128423464 0.0000032
15.999 9 143991 | 0.576716038
a H 1.0079 10 10079 | 0.040368641
o | cuso..sH0 249,674 0.000025 0025 5,000 0.01250 100.00
5 Co 58.933 1 58933 | 0247692787 0.0000002
= cl 35.453 2 70906 | 0298014776 0.0000003
H 1.0079 12 12.0048 | 0.050833908
15.999 6 95994 | 0.403458528
CoCl; . 6H;0 237.9278 0.000001 0.001 5,000 0.00050 100.00
zn 65.37 1 6537 | 0.227347343 0.0001023
s 32.064 1 32064 | 0111513924 0.0000502
o 15.999 1 175989 | 0.612064121
H 1.0079 14 141106 | 0.049074612
ZnS0, . TH,0 287.5336 0.00045 0.450 1,000 0.04500 100.00
5 H 1.0079 3 3.0237 0.0489021
5 B 10811 1 10811 | 0174845580 0.0001748
5 o 15.999 3 47.997 | 0776252311
= HsBOs 61.8317 0.00100 1.000 1,000 0.10000 100.00
Mn 54238 1 54238 | 0.322245248 0.0016112
s 32.064 1 32064 | 0190502445 0.0009525
15.999 5 79.995 | 0.475275796
H 1.0079 2 20158 | 001197651
MnSO, . H,0 168.3128 0.00500 5.000 1,000 0.50000 100.00
Fe 55.847 1 55847 | 020088083 0.0003013
& s 32.064 1 32064 | 0115333732 0.0001730
3 15.999 1 175989 | 0.63302082
S H 1.0079 14 141106 | 0.050755619
8 | Feso..7H0 278.0106 0.00150 1.500 25 0.00188
Na, . EDTA 0.00201 2,011 25 0.00251 50.00
< oo 0.00050 0.500 1,000 0.02500 50.00
£ || piridoxina-Hcl 0.00050 0.500 1,000 0.02500 50.00
Z || Tiamina-Hei 0.00010 0.100 1,000 0.00500 50.00
> Glicina 0.00200 2,000 1,000 0.10000 50.00
Myo-Inositol 0.10000 100.000 25 0.12500 50.00
* 28.012gr N = % x 2 mol ** 0349972 gr Nigr NH ,NO ; = m **% (,031497 gr N :%*0.0QOOgr NH,NO,

Fuente: Aspuaca Axpuac, José Raul. 2003. y calculos basados en Rosenberg y Epstein (34).
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Fuente: Aspuaca Axpuac, José Raul. 2003.
Figura 15A: Comparacion de concentraciones en ppm de macro nutrientes de elementos que constituyen el medio

de cultivo “M&S basico modificado”, y el rango maximo, minimo y medio, basados en el rango 6ptimo de
nutrientes establecidos en analisis foliares de persimoén, (cuadro 2).
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Fuente: Aspuaca Axpuac, José Raul. 2003.

Figura 16A: Comparacion de concentraciones en ppm de micro nutrientes de elementos que constituyen el medio
de cultivo “M&S basico modificado”, y el rango maximo, minimo y medio, basados en el rango 6ptimo de
nutrientes establecidos en andlisis foliares de persimon, (cuadro 2).



